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DRAGEN SECONDARY ANALYSIS

Introducao

Liberar o potencial do genoma por meio do
sequenciamento de Ultima geragdo (NGS) € fundamental
para a pesquisa biomédica e para a medicina de
precisdo. Para maximizar as percep¢des do NGS,

os pesquisadores precisam de ferramentas de analise
de dados que possam traduzir dados brutos de
sequenciamento em resultados significativos. O DRAGEN
secondary analysis fornece uma analise secundaria
precisa, abrangente e eficiente dos dados do NGS.

O uso da tecnologia de array de portas programaveis
em campo (FPGA) altamente reconfiguravel permite

que o DRAGEN secondary analysis acelere a analise
secundaria de dados NGS, incluindo mapeamento,
alinhamento e identificagado de variantes. Além disso,

o DRAGEN secondary analysis foi projetado para
abordar desafios comuns na andlise genémica, como
tempos de computagdo longos, volumes enormes

de dados e identificacao de variantes em regides
gendmicas desafiadoras.

O DRAGEN secondary analysis gera resultados
excepcionalmente precisos. Na competigdo Precision
FDA Truth Challenge V2 (PrecisionFDA V2) de 2020,

o DRAGEN secondary analysis v3.7 foi mais preciso
em todas as regides de referéncia e regides dificeis

de mapear em comparagao com outras solugoes,
como Sentieon, Seven Bridges, e BWA-GATK (Figura 1).'?
Em apenas quatro anos, o DRAGEN secondary analysis
v4.3 fez melhorias significativas nesse desempenho

ja excepcional, fornecendo preciséo na identificagéo
de variantes pequenas sem precedentes com uma
pontuacgdo F1de 99,89%, uma medida combinada

de precisao e recall, em todas as regides de referéncia
COm recursos novos e impactantes.
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Figura 1: Precisdo do DRAGEN secondary analysis para a andlise
de todas as regides de referéncia da FDA: a pontuagéo F1 (%)

€ um calculo de resultados positivos e negativos verdadeiros
como proporgao dos resultados totais.>® Pontuacées mais altas
indicam melhor precisdo com base nos dados de referéncia.
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Esta nota técnica descreve melhorias recentes que
contribuem para a alta precisdo do DRAGEN secondary
analysis, incluindo mapeador de multiplos genomas com
referéncia pangendmica, incorporagao de aprendizado
de maquina (ML), identificagédo de variantes em mosaico,
identificadores especializados e detecgdo de variante
estrutural (SV) e variante de nimero de copias (CNV).

Mapeador multigenémico
com referéncia pangendmica

O mapeamento multigenémico, introduzido pela primeira
vez no DRAGEN secondary analysis v3.7, permite maior
precisao na identificagdo de variantes.® O DRAGEN
secondary analysis v4.3 traz ganhos significativos

de precisdao, com uma redugdo de 83% nos erros em
comparagao com a v3.6.3, e redugdo de 40% nos erros
em comparac¢do com a v4.2.7 (Figura 2).
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Figura 2: Inovagao constante impulsionando o DRAGEN
secondary analysis: melhorias nas taxas de falsos positivos

e negativos para SNPs e indels usando uma amostra do
Genome in a Bottle HG002, NIST v4.2.1* demonstram a reducdo
significativa de erros que foi alcangada em apenas quatro anos.

Para representar melhor uma populagao especifica,

o DRAGEN secondary analysis v4.3 oferece aos
usuarios a opgdo de criar uma referéncia pangenémica
personalizada, melhorando ainda mais a identificagdo
de variantes em seus estudos. Os usuarios podem criar
uma referéncia de pangenoma personalizada usando
seus préprios conjuntos ou usando uma selegao de
conjuntos fornecidos pelo Human Pangenome Reference
Consortium (HPRC). Por exemplo, uma referéncia
pangendmica personalizada criada com 44 conjuntos
de HPRC representando uma populagao de pesquisa
especifica produz maior precisédo de identificacdo

de variantes em comparagao com versdes anteriores
do DRAGEN secondary analysis, como o DRAGEN
secondary analysis v4.2 (Figura 3). No entanto,

a referéncia de pangenoma padrdo incluida (com base
em 128 amostras) na v4.3 deve ter melhor desempenho
para casos de uso geral.*

Somente para pesquisa. Ndo deve ser usado para procedimentos de diagndstico.
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Figura 3: Melhorias de precisédo na identificagdo de variantes pequenas com o DRAGEN secondary analysis com referéncias
personalizadas: a referéncia multigénica baseada em HPRC do DRAGEN secondary analysis v4.3 produz resultados de precisdo
melhores do que a v4.2 ao analisar as amostras do Genome in a Bottle HG001-HGO007.% A referéncia multigénica padrio
(multigenoma 4.3), com base em 128 amostras, supera a referéncia baseada em HPRC 4.3 em uso geral.

Aprendizado de maquina

O modulo ML, adicionado pela primeira vez no
DRAGEN secondary analysis v3.9 e aprimorado

na v3.10, emprega um modelo supervisionado que

usa recursos contextuais e baseados em leitura
extraidos dos identificadores de variantes do DRAGEN
secondary analysis. A precisdo de variantes pequenas
é melhorada pela redugéo de falsas identificagdes com
a combinagao de mapeamento multigenémico e ML
para fornecer os melhores resultados (Figura 4). Ganhos
substanciais foram consistentemente demonstrados
em todos os participantes, incluindo dados de teste

de outras populagdes que nao foram usadas durante

o treinamento.
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Detecgao de variantes
de mosaico

O DRAGEN secondary analysis v4.3, suportado por

um novo modelo de ML, agora identifica variantes de
mosaico dentro do identificador de variantes pequenas
da linha genética. Com o limite de frequéncia de alelos
diminuido para zero, o DRAGEN secondary analysis pode
detectar variantes com frequéncias de alelos < 20%.

O DRAGEN secondary analysis v4.3 detecta variantes
de mosaico com maior precisdo do que as versdes
anteriores.
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Figura 4: O uso de ML e mapeamento multigenémico reduz falsos positivos e falsos negativos. Em uma analise de amostras do
Genome in a Bottle HGO01-HG007,* 0 uso de ML reduz em 10% os erros com a referéncia multigendémica (gréfico) desativada, e reduz
em ~30% os erros com a referéncia multigenémica (grafico) ativada. Quando a referéncia multigendémica e o ML estao habilitados,

as identificagbes falsas sdo reduzidas em 62% para (A) SNVs e (B) indels.

Somente para pesquisa. Ndo deve ser usado para procedimentos de diagnostico.
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Para demonstrar isso, quatro pipelines do DRAGEN
secondary analysis foram testados nos dados do
conjunto de verdades do Mosaic do National Institute of
Standards and Technology (NIST): DRAGEN secondary
analysis v4.2, DRAGEN secondary analysis v4.2 no
modo de alta sensibilidade (HSM), DRAGEN secondary
analysis v4.3 e DRAGEN secondary analysis v4.3 com o
modo Mosaic ativado. O conjunto de verdades do NIST
Mosaic contém 73 variantes de mosaico conhecidas
em dados de 300x%, que ndo foram detectadas pelo
DRAGEN secondary analysis v4.2 e v4.3, mas que
foram detectadas pelo DRAGEN secondary analysis
v4.2 no HSM e pelo DRAGEN secondary analysis v4.3
no modo Mosaic. No entanto, o DRAGEN secondary
analysis v4.3 no modo Mosaic alcangou maior precisao
na identificagdo de variantes do mosaico, com 73%
menos falsos positivos do que o DRAGEN secondary
analysis v4.2 no HSM (Figura 5).
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Figura 5: Precisdo e exatiddo aprimoradas com o modo de
detecgao de mosaico: ha uma redugéao de erro de 73% do
DRAGEN secondary analysis v4.2 no modo de alta sensibilidade
(HSM) em comparagédo com o DRAGEN v4.3 no modo de
detecgdo de mosaico. Os dados também mostram o alto
numero de falsos negativos sem a ativagdo do modo HSM

ou da detecgao de mosaico.

Deteccao de SV e CNV

Variantes estruturais (SV) sdo alteragdes gendmicas
de 50 bp ou mais, e variantes de nimero de cépias
(CNVs) sdo um tipo especifico de SV em que o nimero
de cdpias de uma sequéncia gendmica é reduzido
(delecdes) ou aumentado (insergdes). O DRAGEN
secondary analysis mostra maior precisdo para
identificagdo de SV (Figura 6) e identificagdo de CNV
(Figura 7) em comparagdo com solugdes alternativas.’
Os algoritmos avangados e novas abordagens adaptadas
para regides gendmicas complexas diferenciam o
DRAGEN secondary analysis de outras solugoes.
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Figura 6: Identificagcdo de SV altamente precisa com o DRAGEN
secondary analysis: comparagao de recall de indel de SV dos
dados de referéncia do DRAGEN secondary analysis v4.2 e do
Manta v1.6 avaliados com dados de referéncia do Genome in

a Bottle (GIAB SV v0.6).”
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Figura 7: Identificagdo de CNV altamente precisa com o
DRAGEN secondary analysis: identificacao de CNV feita pelo
DRAGEN secondary analysis v4.2 em compara¢gao com o
CNVnator v1.6 em diferentes tamanhos de delecées com base
nos dados de referéncia do Genome in a Bottle (GIAB SV v0.6).”

O identificador do DRAGEN SV melhora os métodos de
identificagdo de variantes estruturais Manta e incorpora
informag®es da referéncia pangendmica, levando a uma
filtragem mais precisa e maior precisao na detecgao de
SV. Isso inclui um novo detector de insercao de elemento
maovel para identificar inser¢des grandes, parametros

de par otimizados para melhor identificagcdo de delegdes
grandes, e alinhamento contiguo refinado para melhor
descoberta de insergdes. Além disso, o software
DRAGEN introduz melhorias nas etapas de montagem,
nos calculos de probabilidade de leitura e no manuseio
aprimorado de pares sobrepostos e bases cortadas.

Somente para pesquisa. Ndo deve ser usado para procedimentos de diagndstico.
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O identificador DRAGEN CNV é baseado principalmente
na profundidade de leitura e oferece suporte a diversos
modelos de segmentagao e pontuagao para diferentes

Tabela 1: Resumo dos genes abordados por
identificadores direcionados e especializados.

aplicagdes. Ao aproveitar o sinal adicional de leituras Identificador ~ Area de aplicagéo Associacdo

discordantes e divididas, como é feito na identificagcado direcionado  de pesquisa de condigdes

de SV, o identificador de CNV melhora a sensibilidade

para capturar eventos tdo pequenos quanto 1 kbp. . Hiperplasia adrenal
CYP21A2 Triagem do portador congénita (HAC)

O identificador do DRAGEN CNV também tem um ] i

maédulo de extensdo de duplicacdo segmentar, um HEBA Triagem do portador  a-talassemia

recurso que permite a detecgdo de CNV em regides A Doenca de Gaucher

de duplicacdo segmentar do genoma. As regides de GBA Triagem do portador .15 de Parkinson

duplicagao segmentar sdo regidées do genoma com

> 90% de similaridade de sequéncia, representando SMN Triagem do portador  ~\rofia muscular

5% do genoma. Elas tém baixa mapeabilidade, espinhal

tornando desafiadora a detecg¢ao de variantes nessas ™ Doencas Doenca arterial

regides. A extensdo de duplicagdo segmentar resgata

cardiovasculares

coronariana

aproximadamente um milhdo de bases de regides
CNV que foram anteriormente excluidas da analise. RH
Isso permite a detecgdo de CNV em 43 genes
clinicamente relevantes e melhora a precisdo geral
da identificagao de variantes.

Tipagem sanguinea -

CYP2B6 PGx -

CYP2D6 PGx -

Correspondéncia
de transplantes, -
imunogenética

ldentificadores especializados AkA
e direcionados

Os identificadores direcionados suportam a
genotipagem precisa de genes especificos que

sado dificeis de analisar devido a fatores como

alta similaridade de sequéncia a pseudogenes,
regioes repetitivas e altos graus de polimorfismo.

O DRAGEN secondary analysis aborda esses desafios
incorporando varios identificadores direcionados

Tabela 2: Genes com relevancia PGx abordados pelo
Identificador de alelos estrela PGx

Simbolo do gene

ABCG2 CYP4F2 RYR1

(Tabela 1), permitindo a genotipagem precisa de BCHE DPYD SLCO1B1
genes clinicamente relevantes. Para insights de

farmacogenomica (PGx), o Identificador de alelos CACNATS F5 TPMT
estrela PGx identifica alelos estrela e o status

metabolizador para 22 genes (Tabela 2). CFTR G6PD UGTIAT
O identificador de antigenos leucocitarios humanos CYP2C19 IFNL3 UGTB17
(HLA) DRAGEN permite a genotipagem alta‘mente CYP2CY MT-RNR] VKORCT
precisa de alelos HLA de classe | e II. Ele alinha

leituras a um banco de dados abrangente de mais CYP3A4 NAT2

de 9.000 alelos e pode ajudar em aplicagdes

como correspondéncia de transplante de érgaos, CYP3A5 NUDT15

imunogenética e estudos de associagdo de doengas.

Somente para pesquisa. Ndo deve ser usado para procedimentos de diagndstico. M-GL-01016 PTB v3.0 | 5
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O DRAGEN secondary analysis v4.3 introduz uma nova
classe de identificadores que permite a deteccao

de variantes de novo em regides com duplicagdes
segmentares. O identificador de detecg¢ado conjunta
em varias regides (MRJD) implementa um identificador
de variante pequena de novo baseado em haplétipo
para seis genes clinicamente relevantes em regides
de duplicagdo segmentar (Tabela 3).

Tabela 3: Genes abordados pelo identificador da MJRD

Identificador  Area de aplicacdo Associagao

direcionado de pesquisa de condigdes
) A Sindrome de
PMS2 Trlagem de cancer Lynch para cancer
hereditario )
colorretal/endometrial
SMN1 )
(variantes Triagem do portador Atrqfla muscular
espinhal
pequenas)
) Perda auditiva nao
STRC Triagem do portador sindrdmica
NEB Triagem do portador Miopatia nemalinica
Triagem de
TTN recém-nascidos, Cardiomiopatia
doengas raras
Incontinentia
IKBKG Tnagem de . p|gmept|, Q|spla3|a
recéem-nascidos ectodérmica
hipoidrética
Resumo

O DRAGEN secondary analysis fornece analise
secundaria altamente precisa, abrangente e eficiente
para aplicacées de NGS. Melhorias continuas fornecem
maior preciséo e cobertura expandida de regides
dificeis do genoma, permitindo a deteccao de variantes
desafiadoras e clinicamente relevantes.

Apéndice

Mapeamento multigendmico com referéncia
pangendmica

Ao usar haplétipos populacionais de variantes em fases e
aumentar o indice de referéncia com contigs alternativas
derivadas da popula¢édo, o DRAGEN secondary analysis
pode mapear efetivamente contra uma referéncia
pangendmica e melhorar o mapeamento de leituras da
lllumina em regides dificeis. Esse novo recurso amplia
efetivamente o alcance das leituras da Illumina e permite
precisdo no mapeamento e identificagdo de variantes em
regides que anteriormente ndo podiam ser acessadas.

6 | M-GL-01016 PTB v3.0

Um mapeador de multiplos genomas é uma abordagem
para ajudar no mapeamento com dados populacionais
em que o conteldo de sequéncia alternativa, observado
na populagao, é representado como varios caminhos
divergentes e convergentes (Figura 8). As leituras

de amostras podem ser alinhadas a qualquer

caminho mais compativel por meio do mapeador

de multiplos genomas.

/O Saiba mais: The quest for accuracy gains in

O the dark regions of the genomes: Presenting
the DRAGEN multigenome mapper and
pangenome reference updates in version 4.3.

AT GC 7
Crom 1 I N I I
Hapldtipo 1 -A-C_G-Tl
aplotipo Individuo 1

AC CT
Hapl6tipo 2 1 i e e

Contigs
. GT G C alternativas
Haplotipo 1w s s -
Individuo 2
GT GG

Hapl6tipo 2 1 i s s

)
L]
[ ]
Figura 8: Mapeador de multiplos genomas com referéncia
pangendmica: Em uma referéncia, o contetdo de sequéncia

alternativa registrado em uma populagao é representado como
varios caminhos divergentes e convergentes.

Mascaramento alternativo

Desde a atualizagao do software DRAGEN secondary
analysis v3.9, o software DRAGEN inclui mascaramento
alternativo, uma nova abordagem para lidar com contigs
alternativas de referéncia nativa, em que as posi¢oes
estratégicas das contigs alternativas sdo mascaradas
para aumentar a precisédo. Essa abordagem é simples
de definir, manter e refinar ao longo do tempo.

2 Saiba mais, DRAGEN sets new standard for
O/ data accuracy in PrecisionFDA benchmark data.
Optimizing variant calling performance with
[llumina machine learning and DRAGEN graph

Somente para pesquisa. Ndo deve ser usado para procedimentos de diagndstico.
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Aprendizado de maquina

O software DRAGEN secondary analysis v3.9 adicionou
um pipeline de recalibragao de ML poderoso e eficiente
como uma opg¢ao dentro do fluxo de trabalho de
variantes pequenas da linha genética. Ele fica ativado
por padrao no software DRAGEN secondary analysis
v4.0. Quando ativado, o pipeline executa o modelo de
ML apds a identificagédo de variantes padrao. Esta etapa
recalibra os campos QUAL e GQ que sao enviados para
o VCF final. Em alguns casos, o ML pode alterar o GT.
Os valores de aprendizado pré-maquina desses campos
sao preservados nos campos DQUAL, DGT e DGQ

para que nenhuma informacgao seja perdida. Esta etapa
adiciona aproximadamente cinco minutos ao fluxo de
trabalho padrao para uma corrida de linha genética de
30x WGS, de modo que as melhorias de precisao tém
um impacto limitado no tempo total da corrida.

O modelo de ML é gerado usando treinamento off-line
supervisionado. O modelo processa um conjunto de
recursos contextuais e baseados em leitura para refinar
a precisao das pontuagdes de qualidade do identificador
de variantes pequenas. Os recursos usados para treinar
o modelo incluem mapeabilidade, AF, VC-Qual, DP,
contetdo GC, incompatibilidades e outras métricas
internas de mapeamento, alinhamento e VC.

Calculo da pontuagao F1

F1 =2 x (Recal x Precisao)/(Recall + Precisio)

Flows = \/HHeoos X F1 6004

Linha de comando do DRAGEN

7 Encontre receitas iniciais no DRAGEN
G recipe-germline WGS

iHHlumina

+1(800) 809-4566, ligagao gratuita (EUA) | tel. +1(858) 202-4566
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