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DRAGEN SECONDARY ANALYSIS

Introducao

Liberar o potencial do genoma por meio do
sequenciamento de Ultima geragao (NGS) € fundamental
para 0 avango da pesquisa biomédica e da medicina

de precisdo. Para maximizar as descobertas genéticas
do NGS, os pesquisadores precisam de ferramentas

de andlise de dados que possam traduzir com precisdo
e eficiéncia dados brutos de sequenciamento em
resultados significativos. Além disso, para aproveitar os
beneficios do NGS, as organizacdes requerem solugdes
faceis de usar, que acomodem uma ampla variedade
de usuarios e cuja adogao tenha menores barreiras
financeiras e técnicas.

O lllumina DRAGEN (Dynamic Read Analysis for
GENomics, andlise de leitura dindmica para genémica)
secondary analysis foi desenvolvido para abordar
desafios importantes associados a analise de dados
de NGS relacionada a uma ampla variedade de
aplicagdes, incluindo genoma completo, exoma,
transcriptoma, estudos de metiloma e muito mais.

O software DRAGEN secondary analysis é um pacote
de aplicagdes que processa dados de NGS e permite
a analise tercidria para gerar insights. As ferramentas
disponiveis constituem uma solucao altamente precisa,
abrangente e eficiente, permitindo que laboratdrios de
todos 0s tamanhos e disciplinas aproveitem mais seus
dados genémicos.

Resultados precisos

O DRAGEN secondary analysis gera resultados
excepcionalmente precisos. No 2020 Precision FDA
Truth Challenge V2 (PrecisionFDA V2), o DRAGEN
secondary analysis v3.7 venceu como 0 mais preciso em
todas as regiées de referéncia e de dificil mapeamento,
com dados de sequenciamento da lllumina."? As versées
subsequentes continuam a estabelecer novos padroes
de precisdo, com avangos em areas que incluem a
tecnologia de aprendizado de maquina (ML) e o DRAGEN
multigenome (grafico). A versdo mais recente do
DRAGEN secondary analysis v4.3 fornece preciséo sem
precedentes na identificacado de variantes pequenas
com pontuacao F1de 99,89% (medida combinada de
precisao e recall) em todas as regides de referéncia
(figura 1). Isso € possibilitado pela referéncia do DRAGEN
multigenome (grafico) de terceira geracdo baseada

em 128 amostras com 256 hapldtipos de dados de
referéncia pangendmicos integrados, capturando

uma maior diversidade genética. O novo identificador
integrado de mosaicos também contribui para uma maior
precisdo, podendo ser habilitado para detectar variantes
de mosaico com frequéncias de alelos baixas de até 3%.
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Figura 1: Precisdo do DRAGEN secondary analysis: a pontuagao
F1do eixo Y (%) é um célculo de resultados positivos e
negativos verdadeiros como uma proporgao dos resultados
totais.3*

Anadlise abrangente

Com cobertura abrangente do genoma e um amplo
conjunto de aplicagdes compativeis, o DRAGEN
secondary analysis atende as diversas necessidades
dos laboratdérios que fazem analise de NGS. Os pipelines
do DRAGEN s&o compativeis com varios tipos de
experimentos, incluindo o0 sequenciamento do genoma
completo (WGS), o sequenciamento do exoma completo,
painéis de enriquecimento, RNA-Seq de célula Unica,
ATAC-seq de célula Unica, RNA-Seq em massa e andlise
de metilagado (tabela 1). Sd0 necessarias mais de 30
ferramentas de cédigo aberto para replicar parcialmente
a amplitude da funcionalidade no software DRAGEN.34

Para andlise de linha genética, o DRAGEN secondary
analysis inclui um pacote de identificadores de
variantes, como o ExpansionHunter e identificadores
direcionados, como SMN, GBA, CYP2B6, CYP2D6 e HLA.
O DRAGEN v4.3 também conta com o MRJD, um novo
identificador especializado que permite a cobertura de
genes dificeis em regides de duplicagcdo segmentar,
como PMS2, SMN1, SMN2, STRC, NEB, TTN e IKBKG.
Essas ferramentas permitem a analise de uma ampla
gama de variagdes genéticas, incluindo variagdes

de nucleotideo Unico, insergdes e exclusdes (indels),
expansodes de repetigdo e variagdes estruturais em
regides genémicas estendidas. Além disso, a referéncia
do DRAGEN multigenome (grafico) melhora a qualidade
do mapeamento, levando a uma maior precisao na
identificagcdo de variantes e resolvendo areas do
genoma dificeis de avaliar devido as complexidades

da sequéncia. Isso aumenta a cobertura de genes com
potencial relevancia clinica e permite a identificagcao
de variantes de nucleotideo Unico, de pequenas

indels, com variagées do nimero de cépias e variantes
estruturais em regides dificeis de mapear.
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Tabela 1: O DRAGEN secondary analysis é compativel com uma ampla gama de aplicagbes de andlise secundaria®

Sistemas de sequenciamento

rvidor local S
sEnieerlce [llumina integrados

Plataformas de nuvem da Illumina

Aplicagao NextSeq 1000 llumi
extSeq , umina
Servidor do DRAGEN Ny :rslgg X NextSeq 2000 o eBajsr?(f’eacHib Connected
System a Analytics
Conversdo em BCL v v v v Somer_wte
personalizado
DRAGEN ORA Compression v v v somente
personalizado
DRAGEN FASTQ + MultiQC v v v v v
Linha genética + Linha genética + Linha genética + Linha genética + Linha genética +
Genoma completo . . . . .
somatica somatica somatica somatica somatica
Enriquecimento Linha genética + Linha genética + Linha genética + Linha genética + Linha genética +
(incluindo exoma) somatica somatica somatica somatica somatica
DRAGEN Amplicon v Somente DNA v v
RNA v v v v v
RNA de célula tnica v v v v
NanoString GeoMx NGS v v
Metilacao v v v v
Metagenomica o v
RNA pathogen detection v
CovID COVIDSeq. Linhagem COVIDSeq COVIDSeq. Linhagem
da COVID (somente nuvem) da COVID
Portfélio TruSight” v . v
Oncology 500 v
SCATAC-Seq v v v
Imputagao v v v
Identificador de alelos
v v v v v
estrela PGx
[llumina Complete Long
v v
Reads
DRAGEN secondary v v Beta

analysis para RPIP e UPIP

a. Averséao do software principal DRAGEN varia entre as plataformas, fale com um representante local para obter mais informagoes.
b. Aplicagdes de metagendmica habilitadas pelo classificador Kmer. Mais ferramentas serdo disponibilizadas em breve.
c. Necessaria assinatura do lllumina Connected Analytics.
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Andlise eficiente

O software DRAGEN foi desenvolvido para conceder
aos laboratérios a velocidade de analise de dados
necessaria para otimizar a eficiéncia do processamento
de conjuntos de dados de NGS. O DRAGEN secondary
analysis é acelerado por hardware e usa arquitetura
de matriz de portas programaveis em campo (FPGA)
para alcangar tempos de resposta rapidos. A eficiéncia
dos algoritmos de analise do DRAGEN resultou em
dois recordes mundiais de velocidade de analise

de dados gendmicos.>® Em aplicagdes praticas,

o DRAGEN secondary analysis local pode processar
dados de NGS para um genoma completo equivalente
a uma cobertura de 40x em cerca de 35 minutos com
todos os identificadores’ em comparagdo a > 8 horas
com métodos de cddigo aberto comumente usados
para identificagdo de um numero limitado de tipos

de variantes.”

Para facilitar o armazenamento, o gerenciamento e o
compartilhamento de grandes arquivos de dados de
NGS, a tecnologia DRAGEN Original Read Archive (ORA)
fornece compactagdo de até cinco vezes sem perdas
de arquivos FASTQ no formato tradicional fastg.gz.

* Com base nos dados internos da lllumina de acordo com 0s
padrées HGOO1-HGOO07 no servidor DRAGEN v4, sem novos
identificadores especializados, como 0 MRJD e 0 VNTR,
disponiveis no DRAGEN v4.3.

a

BAM/CRAM

A compactacado sem perdas do DRAGEN ORA mantém
os detalhes dos arquivos FASTQ e é notavelmente
rapida, exigindo aproximadamente 8 minutos para

a compactagédo de arquivos FASTQ de 50 a 70 GB,
sendo compativel com uma ampla variedade de
espécies comumente estudadas. O DRAGEN secondary
analysis conta com um conjunto versatil de pipelines que
também aceitam arquivos de dados de entrada e criam
arquivos de saida em diferentes estagios dos pipelines
(figura 2).

FPGA e aceleracao de hardware

A FPGA altamente configuravel permite implementagées
aceleradas por hardware ultraeficientes de algoritmos
de analise gendmica, como conversao de arquivos de
identificagdo de bases (BCL), mapeamento, alinhamento,
classificagdo, marcagao duplicada e identificacdo de
variante de haplétipo. A natureza flexivel das FPGAs
permite que a lllumina desenvolva um amplo pacote de
pipelines de aplicagcdes do DRAGEN, com atualizagdes

e adigdes frequentes para fornecer a melhor precisao,
abrangéncia e eficiéncia possiveis.

5

BAM/CRAM

BCL Geracéo do FASTQ/ FASTQ Mapeamento/  BAM/CRAM  Classificagdo Marcagéao VCF/gVCF
demultiplexo?® alinhamento de posicao duplicada
Compressao ORA A a
FASTQ.ORA CRAM/BAM

Figura 2: Flexibilidade de pipelines do DRAGEN secondary analysis: cada pipeline do DRAGEN contém um conjunto especifico de
etapas para oferecer uma analise precisa e eficiente. O pipeline de exemplo da linha genética do genoma completo do DRAGEN
oferece a flexibilidade de aceitar varios arquivos de entrada e produzir uma variedade de tipos de saida, permitindo que os usuarios
personalizem sua experiéncia e produzam o formato de arquivo desejado.

a. Aconversdo em BCL também estd disponivel como uma ferramenta independente.
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Referéncias personalizadas

O DRAGEN secondary analysis permite que 0s usuarios
gerem uma referéncia personalizada humana, ndo
humana ou ndo padrao. As referéncias criadas podem
ser usadas como entrada para todas as aplicagdes

do DRAGEN compativeis com arquivos de referéncia
personalizados. A maioria dos pipelines do DRAGEN
inclui suporte integrado para hg19, hg38 (com ou

sem HLA), GRCh37, CHM13v2 e hs37d5. O software
DRAGEN permite que o0s usuarios ampliem os recursos
de referéncia multigénica padréo de graficos para
populacdes diversas e especificas.

Escalabilidade

O DRAGEN secondary analysis possibilita que os
laboratdérios dimensionem as operagdes conforme
necessario, mantendo os custos e os tempos de
resposta baixos. O software DRAGEN pode facilitar a
expansdo dos recursos de pesquisa de varias maneiras:

1. Manter-se atualizado com o NovaSeq™ X Series
e os sistemas NextSeq™ 1000 e NextSeq 2000:
o DRAGEN integrado pode executar varias aplicacdes
simultaneas (quatro aplicagdes simultaneas com
0 méaximo de uma conversédo em BCL e trés outros
pipelines de sua escolha) por lamina de fluxo em
uma execugao unica.

2. Capacidade de disparo: em situagdes de aumento
de cargas de trabalho com altos volumes de
amostras, os laboratérios podem aproveitar a
capacidade adicional na nuvem com o DRAGEN
secondary analysis nos aplicativos lllumina

i (o]

O DRAGEN integrado: DRAGEN no BaseSpace

(NovaSeq X Series,
NextSeq 1000/2000)

Sequence Hub

Configurabilidade

Connected Analytics ou DRAGEN no BaseSpace
Sequence Hub (figura 3).

. Expansao das operagdes: uma Unica instancia

do DRAGEN pode executar uma ampla gama

de pipelines do DRAGEN e tipos de amostras
compativeis. A abrangéncia e a eficiéncia do software
DRAGEN permitem que os usuarios aumentem as
operacdes sem comprometer 0s tempos de resposta
Ou a qualidade dos resultados.

. Transicao para genomas: os pipelines pré-

construidos do DRAGEN possibilitam a transigéo facil
entre painéis direcionados de exomas para genomas.

. Iniciativas gendmicas de grandes populagdes:

o0 DRAGEN secondary analysis oferece um fluxo

de trabalho simplificado para analise de coortes de
grande escala, apresentando varios pipelines usados
em conjunto para identificar variagdes genéticas
com alta preciséo. O DRAGEN gVCF Genotyper
possibilita agregar de milhares a milhdes de arquivos
no formato de identificagdo de variante gendémica
(gVCF) e incorpora novos lotes sem reprocessar lotes
existentes. A compactagdo ORA economiza custos
de armazenamento.

. Aplicagdes de sequenciamento profundo:

o DRAGEN secondary analysis é compativel com a
analise de sequenciamento de alta profundidade com
alta eficiéncia para a cobertura média de mais de
300 vezes para genomas e 1000 vezes para exomas.
Os recursos de sequenciamento profundo sao
valiosos para aplicagées como pesquisa oncoldgica
e estudos de doencgas genéticas raras.

® & B

DRAGEN no lllumina
Connected Analytics sua prépria licenga Servidor local

Multinuvem, use DRAGEN

(AWS, Azire, GCP)®

Frequéncia de atualizagao

Figura 3: Opgdes de acesso ao pipeline do DRAGEN com recursos projetados para atender as necessidades de analise de NGS
de cada laboratério.

a. Entre em contato com seu representante da lllumina para obter informacdes de acesso a Amazon Web Service (AWS), Azure ou Google Cloud Platform (GCP, acesso antecipado).
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Acessibilidade multiplataforma

O pacote de pipelines do DRAGEN pode ser
acessado por meio de solugées disponiveis no local,
no instrumento ou na nuvem, permitindo que 0s
laboratdrios selecionem a solugdo que melhor atenda
as suas necessidades (figura 3).

Servidor local do DRAGEN

O servidor local do DRAGEN conta com uma solugao de
armazenamento local para coletar e armazenar dados
de NGS. Apos a transferéncia dos dados brutos do
instrumento de sequenciamento para 0 armazenamento
local por meio da conexao de rede local, eles séo
movidos para o servidor do DRAGEN para realizar o fluxo
de trabalho selecionado. Apds a analise, o software
grava os arquivos de saida gerados de volta no local

de armazenamento local. Servidor local do DRAGEN

. E compativel com configuragao flexivel de recursos
do DRAGEN por meio de uma interface de linha
de comando.

o Substitui até 30 instancias de computagao
tradicionais.

» Processa dados de NGS para um genoma humano
inteiro com cobertura de 40X em aproximadamente
35 minutos.

DRAGEN integrado ao NovaSeq X Series

O NovaSeq X Series inclui o DRAGEN secondary analysis
integrado, oferecendo andlise precisa, automatizada

e simplificada, projetada para lidar com o volume
extraordinario de dados gerados pelo NovaSeq X Series.
O pacote de software DRAGEN integrado fornece andlise
secunddaria e compactacdo ORA com aplicagdes de

NGS (tabela 1), abrangendo conversdo em BCL, linha
genética, somatica, enriquecimento, RNA e metilagao.

O DRAGEN integrado:

« Executa vérios pipelines de analise secundaria em
paralelo.

« Em uma execugédo Unica, executa até quatro
aplicacoes diferentes por lamina de fluxo
simultaneamente.

o Oferece compactagdo de dados de até 5x sem
perdas, com economia de custos de armazenamento.

« Proporciona economia em analises que pode
exceder o pre¢o de compra do NovaSeq X System
em cinco anos.
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Sistemas NextSeq 1000 e NextSeq 2000
com DRAGEN integrado

Os sistemas NextSeq 1000 e NextSeq 2000 incluem o
software DRAGEN integrado para realizagao de andlise
secundaria répida e precisa. O software é acessado por
meio de uma interface grafica facil de usar, permitindo
que usuarios, especialistas ou ndo, realizem as analises
necessarias e produzam resultados rapidamente.

O software DRAGEN integrado oferece um conjunto
seleto de pipelines para cobrir uma variedade de
aplicagdes de NGS comuns (tabela 1) e inclui anélises de
referéncia de ML e de multigenoma (grafico) premiadas
para identificagdo de variantes de alta qualidade.

O DRAGEN integrado:

« Oferece a mais alta precisdo para qualquer sistema
de sequenciamento de bancada com DRAGEN
secondary analysis integrado.

« Fornece acesso aos pipelines selecionados de
informatica do DRAGEN.

« Possibilita que usuarios gerem resultados em apenas
duas horas.

» Usa algoritmos intuitivos de pipeline para reduzir
a dependéncia de especialistas em informatica
externos.

BaseSpace Sequence Hub

O pacote DRAGEN baseado na nuvem disponivel

no BaseSpace Sequence Hub combina a andlise
precisa e eficiente com um ecossistema seguro e

uma escalabilidade versatil. O software DRAGEN

no BaseSpace Sequence Hub permite uma analise
secundaria por botéo para laboratdrios de todos os
tamanhos e disciplinas. O BaseSpace Sequence Hub

é uma extenséo direta dos instrumentos da Illumina.

O fluxo de dados criptografados do instrumento para

0 BaseSpace Sequence Hub permite o gerenciamento e
a analise de dados com facilidade usando um conjunto
selecionado de aplicagdes em um ambiente seguro.

O BaseSpace Sequence Hub, desenvolvido pela Amazon
Web Services (AWS):

« Oferece uma solugdo simples e facil de usar para
analise do DRAGEN.

« Usa uma interface grafica intuitiva para operagao
eficiente por usuarios especialistas ou n&o.

« Fornece acesso a recursos de computagao

poderosos sem gastos de capital para infraestrutura
adicional.
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lllumina Connected Analytics

lllumina Connected Analytics é uma plataforma
abrangente de bioinformatica baseada na nuvem

que capacita os pesquisadores para gerenciamento,
analise e interpretacao de grandes volumes de dados
multidmicos em um ambiente seguro, escalavel e flexivel.
Acesse o pacote do DRAGEN secondary analysis no
lllumina Connected Analytics, disponivel como pacote
de pipelines pré-definidos ou ferramentas individuais
para incorporagao em pipelines personalizados.

Resumo

O DRAGEN secondary analysis € um poderoso pacote
de ferramentas de software que fornece andlise precisa,
abrangente e eficiente dos dados de NGS. Varias opgdes
de implantagdo do software DRAGEN possibilitam que
os laboratdrios escolham a solugao que melhor se
adapte ao tipo e a escala de seus projetos. Além disso,
0s usuarios podem combinar varias opgdes de
implantacdo para melhor atender as suas necessidades
de desempenho e fluxo de trabalho. A medida que a
tecnologia de NGS continua a progredir, atualizagdes
oportunas do DRAGEN secondary analysis garantem

o melhor desempenho possivel dos pipelines atuais,
enquanto novos pipelines continuam a ser adicionados
conforme as aplicagbes sdo disponibilizadas.

Saiba mais
DRAGEN secondary analysis
Pagina de suporte do DRAGEN secondary analysis
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