HOJA DE DATOS

TruSight™ Oncology
500 ctDNA v2

Obtenga CGP sensibles y
rapidos a partir de muestras
de biopsia liquida

» Detecte biomarcadores presentes con una VAF
de hasta el 0,2 % a partir de 20 ng de ADNtc
(posible con 5-30 ng).

« Obtenga resultados completos en <4 dias
con opciones manuales o automatizadas.

« Analice >500 genes y firmas gendmicas de
inmunooncologia (10) (MSI, TMB) en un ensayo.

« Aproveche la economia transformadora y los
tamarios de lote de tan solo cuatro muestras
con NovaSeq X Series.
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TRUSIGHT ONCOLOGY 500 CTDNA V2

El valor que aportan el ADNtc
y la biopsia liquida a la CGP

Comprender la base gendmica del cancer puede
ayudar a identificar las alteraciones que impulsan

la enfermedad y permitir avances en la medicina de
precision. Un método para abordar estos estudios
oncoldgicos es la creacion de perfiles gendmicos
completos (CGP, comprehensive genomic profiling).

La CGP es una aplicacién de la medicina de precisién
que aprovecha la secuenciacién de nueva generacion
(NGS, next-generation sequencing) para evaluar una
gran variedad de biomarcadores en un Unico ensayo,
utilizando menos muestra y obteniendo los resultados
mas rapido que con las estrategias de analisis multiple
iterativas."? Ademas, las pruebas de CGP pueden
identificar mds variantes con importancia clinica

que las estrategias de analisis convencionales, como
las pruebas de un solo gen y los paneles de NGS de
puntos de interés.®® Esta capacidad para detectar mas
variantes cobra importancia a medida que se descubre
un mayor nimero de biomarcadores, incluidas las firmas
genomicas de inmunooncologia (10), como la carga
mutacional del tumor (TMB, tumor mutational burden)
gue requieren grandes paneles de NGS (>1 Mb) para
una identificacion precisa.”®

La estrategia convencional para la CGP implica el uso
de muestras de tejido de tumores sdélidos, incluidas
muestras fijadas en formol y embebidas en parafina
(FFPE, formalin-fixed paraffin-embedded). De forma
ocasional, puede que no haya suficiente muestra

de tejido (esto puede ocurrir en hasta el 25 % de los
casos?), el tumor puede ser inaccesible o los resultados
de la biopsia de tejido pueden retrasarse demasiado.
En estos casos, la realizacién de la CGP con ADN
tumoral circulante (ADNtc) a partir de una biopsia
liquida de sangre puede proporcionar informacion
sobre el panorama genomico del tumor. El ADNtc se ha
detectado en todas las etapas de progresion del cancer
y en varios tipos de tumores sdlidos,incluidos los
canceres de pulmon, mama, colorrectal y ovarico.

ElI ADN tumoral circula
por la sangre

EI ADN extracelular circulante
se extrae del plasma

El uso de ADNtc para la CGP tiene varias ventajas:

« Acceder a la muestra facilmente mediante un
procedimiento de extraccidn de sangre minimamente
invasivo."

« Capturar clones de multiples tumores o incluso
del mismo tumor,’? superando el sesgo de muestreo
inherente presente con la biopsia tumoral sélida
y ampliando la capacidad para identificar mas
alteraciones.'”™

« Obtener informacion temporal y espacial sobre
la heterogeneidad intratumoral e intertumoral.”

« Repetir el andlisis para evaluar la seleccién clonal.

La biopsia liquida proporciona una estrategia no invasiva
para obtener ADN extracelular circulante (ADNec), que
incluye ADNtc, del plasma sanguineo para la creacién de
perfiles tumorales (figura 1). Para ciertas enfermedades,
como el carcinoma pulmonar no microcitico (CPNM),
afiadir el analisis de CGP de la biopsia liquida al

analisis de tejido puede aumentar la identificacion de
mutaciones clinicamente relevantes en un 15-48 %.131416
Ademas, estudios en el cancer de pulmdn no microcitico
han revelado que los analisis de ADNec son muy
concordantes con los andlisis basados en tejidos.™

En la actualidad, la biopsia liquida se incluye cada

vez mas en las directrices profesionales (mas de

12 enfermedades) como método para obtener muestras
para la creacién de perfiles moleculares.”?

A fin de aprovechar las ventajas de la biopsia liquida,

es fundamental usar un ensayo analitico que sea muy
sensible y especifico, y que permita detectar mutaciones
somaticas presentes con baja frecuencia en el ADNtc.

El ensayo TruSight Oncology 500 ctDNA original?®
superd este desafio, aprovechando la capacidad de la
probada tecnologia de NGS de lllumina y logrando la
alta sensibilidad analitica necesaria para permitir la CGP.
Partiendo de este éxito, TruSight Oncology 500 ctDNA
v2 (tabla 1, tabla 2) ofrece mejoras quimicas y del flujo
de trabajo se traducen en una mayor sensibilidad

y un tiempo de respuesta mas rapido (tabla 3).
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TruSight Oncology 500ctDNA v2 detecta
variantes somaticas de 523 genes en el ADN
tumoral circulante

Figura 1: La biopsia liquida permite un enfoque no invasivo para la CGP. El ADNtc, que se encuentra en el ADN extracelular circulante
en el plasma, se puede obtener mediante una simple extraccion de sangre y se puede analizar con TruSight Oncology 500 ctDNA v2
para detectar la presencia de biomarcadores relevantes para el cancer contenidos en las guias clave.
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Tabla 1: Informacién basica de TruSight Oncology

Tabla 2: Rendimiento de TruSight Oncology ctDNA v2?

Parametro

Especificacion

ctDNA v2
Parametro Especificacién
NovaSeq X Series
si NovaSeq 6000 System
istema

NovaSeq 6000Dx Instrument
(modo RUO)=

Productividad
de muestras

4-48 muestras por experimento

Tamafos de los kits de
preparacion de librerias

24 muestras (manual)
48 muestras (automatizado)

Muestras por celda
de flujo

4 muestras por celda de flujo 1,5B
8 muestras por celda de flujo S2
24 muestras por celda de flujo

de 10 000 M

24 muestras por celda de flujo S4

Limite de deteccién (LoD)

VAF del 0,2 % para SNV
VAF del 0,5 % para MNV

e indels

VAF del 0,5 % para
reordenaciones de genes
Multiplo del cambio

21,3 en el caso de las

amplificaciones génicas
Multiplo de cambio <0,6
en el caso de las deleciones

génicas

20,3 % de fraccion tumoral

para MSI

Capacidad de
automatizacion

Métodos Illumina Qualified disponibles
para Hamilton Microlab STAR

Tamafo de panel

1,94 Mb de ADN

Contenido del panel

523 genes para variantes pequefas
59 genes para CNV

23 genes para reordenaciones

de genes

MSI (>2300 locus)

TMB (>1 Mb)

Sensibilidad del analisis

(en el LoD)

290 % (en el LoD de VAF
del 0,2 % para SNV)
295 % (en el LoD de VAF

del 0,2 % para puntos

de interés de SNV)

295 % (en el LoD de VAF
del 0,5 % para todos los
demas tipos de variantes)

Especificidad del analisis

299,999 %

a. Verificado en NovaSeq 6000 System y NovaSeq X Series.

Tipo de muestra

ADNec obtenido de la sangre

Cantidad necesaria
de entrada de ADN

20 ng de ADNec
(posible con 5-30 ng)®

Tabla 3: Avances con TruSight Oncology ctDNA v2

Duracion total
del ensayo

Desde la preparacion de librerias hasta
la generacion del informe de variantes:
« 3 dias en NovaSeq X Series

« 4 dias en NovaSeq 6000 System

Tiempo de participacion

activa

8-24 muestras (manual): aprox. 2,5 h
8-24 muestras (automatizado):
aprox. 1,5 h

48 muestras (manual): aprox. 4,5 h
48 muestras (automatizado):
aprox.1,5h

TruSight TruSight
Ventaja Oncology 500 Oncology 500
ctDNA v2 ctDNA (original)
Pasos de

Sensibilidad del

reparacion de
extremos y adicion

Reparacion de
extremos y adicion

Tiempo de preparacion

de librerias®

8-24 muestras (manual): aprox. 8,5 h
8-24 muestras (automatizado):
aprox. 9,5h

48 muestras (manual): aprox. 10 h
48 muestras (automatizado):

aprox. 11 h

ensayo mejorada de cola de A de co[a de A
separados combinadas

Flujo de trabajo ) )

mas optimizado y Indices/UMI Indices/UMI

mejor experiencia

basados en placas

basados en tubos

Duracién del experimento

de secuenciacion

22-44 h (consulte la tabla 5)

del usuario

Flujo de trabajo Etapa Unica Dos etapas
mas rapido en de hibridacion/ de hibridacion
un solo dia captura y captura
Mayor flexibilidad 192 indices 16 indices

Longitud de lectura

Tamanos de lote
mas amplios

4-48 muestras®

8-48 muestras

del experimento 2 x 151 pb
de secuenciacion
Cobertura de 35 000x

secuenciacion

Capacidad de
automatizacion

Si

No

Tiempo de analisis
de variantes

8 muestras: 9-12 h
24 muestras: 20-24 h
48 muestras: 40-48 h

a. Lotes de cuatro muestras disponibles en NovaSeq X Series.
UMI: identificador molecular tnico

a. Compatibilidad del servidor integrado con NovaSeq 6000Dx Instrument a partir

del 2.° semestre de 2024.

b. Se recomienda la cuantificacion con los sistemas Agilent TapeStation o
Fragment Analyzer. Para obtener mas informacion sobre las cantidades de
aporte, lea la nota técnica Uso de cantidades de aporte mas bajas con TruSight

Oncology ctDNA v2.

c. Incluye los pasos de preparacion de librerias, enriquecimiento y normalizacién

basada en bolas.
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Contenido exhaustivo Tabla 4: Ejemplos de tipos de variantes detectadas

con TruSight Oncology 500 ctDNA v2
El contenido de TruSight Oncology 500 ctDNA v2 se

ha diseflado con la ayuda de autoridades reconocidas Tipo de variante Ejemplo

en la comunidad oncoldgica e incluye biomarcadores SNV e indels EGFR, POLE, TMPRSS2, BRAF

actuales y emergentes, con una cobertura exhaustiva Reordenaciones de genes ALK, ROST, NTRK1, NTRK2, RET

de los genes implicados en las guias clave y en ensayos

clinicos de varios tipos de tumores. El disefio de la CNV HER2

sonda del panel captura reordenaciones de genes tanto MS| Puntuacion de MSI

conocidas como novedosas e ‘ir.wcluye 523 genes para T™B Puntuacion de TMB

detectar variantes con probabilidad de desempefar

un papel en la carcinogénesis ahora y en el futuro.

Los biomarcadores comprenden variantes de nucledtido

unico (SNV, single-nucleotide variants), variantes F| UjO d e tra bajo integ ra d 0

de nucledtidos multiples (MNV, multiple-nucleotide ..

variants), inserciones/deleciones (indels), variantes Yy ra pldO

de numero de copias (CNV, copy-number variants),

reordenaciones de genes y firmas gendmicas complejas TruSight Oncology 500 ctDNA v2 forma parte de un

de 10, como la inestabilidad de microsatélites en sangre flujo de trabajo de CGP integrado que abarca desde

(bMSI, blood-based microsatellite instability) y la TMB el aporte de muestras hasta la generacion del informe

en sangre (bTMB, blood-based TMB) (tabla 4). final (figura 2). El uso de kits y métodos de preparacion

de librerias automatizados, herramientas de llamada
de variantes y software de interpretacion y generacion

Para obtener una lista completa de genes, de informes permite un flujo de trabajo fluido que se

(// visite la pagina del producto puede completar en menos de cuatro dias, menos de
TruSight Oncology 500 ctDNA v2. la mitad del tiempo que otros ensayos de CGP con

biopsia liquida (figura 3).

T 3-4 dias 1

Generar informacion
e informes

= &
i s &

ADNec extraido TruSight Oncology 500 NovaSeq 6000 System, DRAGEN TruSight Oncology 500 ctDNA  Mdltiples opciones comerciales:
del plasma CtDNA v2 kit NovaSeq 6000Dx Instrument,®  v2 Analysis Software en un servidor lllumina Connected Insights,”
o NovaSeq X Series DRAGEN local o en Connected Analytics Velsera CGW*

Preparacién de librerias >

Muestra > Secuencia > Llamada de variantes >

y enriquecimiento

Opciones de automatizacion disponibles

Figura 2: Flujo de trabajo de TruSight Oncology 500 ctDNA v2. El ensayo TruSight Oncology 500 ctDNA v2 se integra en los flujos

de trabajo actuales del laboratorio, permitiendo pasar del ADNec al informe de variantes en cinco dias. DRAGEN TruSight Oncology 500
ctDNA Analysis Software se ejecuta localmente en DRAGEN Server o en la versién en la nube mediante lllumina Connected Analytics.
a. NovaSeq 6000Dx Instrument en modo RUO. b. Disponible en algunos paises. La linea de productos lllumina Connected Insights
admite el analisis terciario definido por el usuario a través de llamadas APl a fuentes de conocimiento de terceros. c. Hay otras opciones
de terceros disponibles.
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TRUSIGHT ONCOLOGY 500 CTDNA V2

TruSight Oncology 500 ctDNA v2
3-4 dias

Kit distribuido 12
5 dias

Servicio centralizado 12
7 dias

Kit distribuido 222

8 dias

Figura 3: Tiempo hasta obtener los resultados mas rapido con TruSight Oncology 500 ctDNA v2. Comparacion del tiempo necesario
para pasar de una muestra a otra para los ensayos de CGP de biopsia liquida que incluyen los biomarcadores de 10 de bMSIy bTMB.

Preparacion optimizada de librerias

Con el uso de la quimica de secuenciacion por sintesis
(SBS, sequencing by synthesis) de lllumina, de eficacia
probada, TruSight Oncology 500 ctDNA v2 permite

la creacion de perfiles gendmicos completos a partir
de una entrada de tan solo 20 ng de ADNec, lo que

lo convierte en una alternativa ideal para su uso
cuando el tejido no estd facilmente disponible o como
complemento al andlisis de tejidos. EI ADNtc representa
una pequefia fraccién del ADNec (normalmente menos
del 5 % del ADNec total), por lo que son necesarios
métodos potentes para separar la sefial del ruido. A fin
de permitir la identificacion de variantes de frecuencia
ultrabaja, la preparacion de librerias aprovecha el
enriquecimiento de objetivos con sondas biotiniladas

y bolas magnéticas recubiertas de estreptavidina para
enriquecer dianas seleccionadas de librerias basadas en
ADN e identificadores moleculares unicos (UMI, unique
molecular identifiers)?* para reducir las tasas de error
(figura 4). Los avances en la quimica del producto han
reducido el nimero de hibridaciones de dos a una

en TruSight Oncology 500 ctDNA v2, lo que permite

un plazo de un dia para la preparacion de librerias y

un tiempo hasta obtener los resultados mas corto.
También ha mejorado la sensibilidad analitica hasta un
0,2 % de VAF para las SNV. Este enfoque de hibridacion
y captura selectivas reduce la pérdida de muestras en
presencia tanto de variaciones alélicas naturales como
de artefactos de secuenciacion.

/) Obtenga informacion sobre el uso de cantidades
o/ de aporte de tan solo 5 ng con TruSight
Oncology ctDNA v2.

O//) Informacion sobre los UMI.

Para uso exclusivo en investigacion. Prohibido su uso en procedimientos de diagndstico.

Flujo de trabajo con capacidad
de automatizacion

TruSight Oncology 500 ctDNA v2 ofrece opciones
manuales y automatizadas para admitir la preparacion
de librerias flexible. lllumina se ha asociado con
Hamilton, un fabricante lider en manipulacion de
liquidos, para producir un flujo de trabajo totalmente
automatizado para los ensayos TruSight Oncology 500
ctDNA v2 en Hamilton Star. Los kits de preparacion de
librerfas facilmente automatizables garantizan que haya
suficiente reactivo disponible para preparar 48 librerias
y adaptarse al volumen muerto necesario para el

robot, generando una cantidad minima de residuos de
reactivos. Los flujos de trabajo automatizados logran
los mismos resultados de alta calidad que los producidos
por protocolos manuales, al tiempo que reducen el
tiempo de participacién activa en un 40 %, liberando
aproximadamente ocho horas para otras actividades
de laboratorio. En general, la automatizacion permite

a los laboratorios ahorrar en costes de mano de obra

y mejorar la eficiencia.?®

Secuenciacién potente

Las librerias de TruSight Oncology 500 ctDNA

v2 se secuencian en NovaSeq 6000 Sequencing
System, NovaSeq 6000Dx Instrument (modo RUO)" o
NovaSeq X Series. Este Ultimo ofrece un flujo de trabajo
mas rapido, lo que reduce el tiempo de secuenciacion
en aproximadamente un 40 % en comparacion con
NovaSeq 6000 System (tabla 5). Independientemente
de la plataforma utilizada, la secuenciacién se produce
a alta profundidad (400 millones de lecturas por
muestra a aprox. 35 000x) para mejorar la sensibilidad.
Como resultado, se pueden detectar mutaciones a

una frecuencia alélica de variantes (VAF, variant allele
frequency) del 0,2 %, en el caso de las SNV, con

una sensibilidad analitica de al menos el 90 % y una
especificidad analitica de al menos el 95 % (tabla 6).
Ademas, NovaSeq X Series ofrece una economia
transformadora al reducir el coste de secuenciacion
por muestra.?’

* Secuenciacion en NovaSeq 6000Dx Instrument disponible
en el 2.° semestre de 2024.
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Preparacion de muestras de ADNtc (dilucion)

( :! Reparacion de extremos
(:) Colade A
A
A _\®
Ligar adaptadores UMI (basados en placas)

Fragmento de ADN
CPlg— A umi —/
A_\® UMide T _\

Limpieza de ligacién
umI J

Fragmento de ADN

N
i NS

PCR de indices

UM v —
I UM | I

Hibridacion

T e

Captura y lavado

<
Libreria enriquecida
=

=

Amplificar, limpiar y cuantificar la libreria enriquecida (PCR)

Normalizacion basada en bolas

Figura 4: Preparacién de librerias por hibridacién y captura
con UMI. El enriquecimiento selectivo utiliza sondas lo
suficientemente grandes como para conferir una alta
especificidad de unién, pero que aun permiten la hibridacién
con objetivos que contienen mutaciones. Los reactivos de UMI
reducen las tasas de error, lo que aumenta la especificidad
analitica y produce llamadas de variantes de mayor confianza.?
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Tabla 5: Duraciones estimadas del experimento
de secuenciacion

NovaSeq 6000

Sistema System NovaSeq X Series
gg'ﬁjjo s2 s4 158 10000 M
N.° de Duracién del experimento de secuenciaciéon
muestras (n.° de celdas de flujo)

4 — - 22h (1) —

8 36h (1) — 22h(2) -

24 — 44 h (1) - 25h (1)
48 — 44 h(2) - 25h (2)

a. Lasduraciones del experimento de secuenciacion corresponden a NovaSeq
6000Dx Instrument en modo RUO.

Tabla 6: Deteccidn precisa de biomarcadores
de bajo nivel®

Sensibilidad
del analisis®

Especificidad

Tipo de variante P
P del analisis®

Variantes pequefias
de nucledtidos 290 %
(20,2 % de VAF)

209,9994 %

Variantes de multiples
nucledtidos 290 % 295 %
(20,5 % de VAF)

Inserciones/deleciones

(20,5 % de VAF) =90% =95 %
Amplificaciones génicas o o
(multiplo de cambio 21,3) 295 % =95 %
Deleciones de genes o 5
(multiplo de cambio =<0,6) 295 % =95 %
(Rze(;)gd%aaones de genes 295 9% >95 9%
Deteccion de MS| alta

(= al 0,3 % de fraccioén 295 % 295 %

tumoral)

a. Rendimiento verificado en NovaSeq 6000 System y NovaSeq X Series.

b. La sensibilidad del andlisis se define como el porcentaje de deteccion
en el nivel de variante indicado.

c. Laespecificidad del andlisis se define como la capacidad de detectar
un negativo conocido.

Analisis preciso y rapido
Llamada de variantes completa y eficiente

El proceso DRAGEN™ TruSight Oncology 500

ctDNA Analysis utiliza algoritmos bioinformaticos
completamente integrados para realizar la alineacion
de secuencias, la correccion de errores mediante el
colapso de la secuencia y, a continuacion, la llamada
de variantes basandose en los datos sin procesar.

Para uso exclusivo en investigacién. Prohibido su uso en procedimientos de diagndstico.
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Se eliminan las lecturas duplicadas y los errores de
secuenciacion sin perder la sefial de las variantes de
baja frecuencia y se obtienen resultados de llamada
de variantes de alta sensibilidad.

A diferencia de los resultados cualitativos de ensayos
basados en PCR, el proceso DRAGEN TruSight Oncology
500 ctDNA Analysis ofrece una puntuacién de bMSI
cuantitativa obtenida de mas de 2300 centros de
marcadores de MSI de homopolimeros. En el caso de
los analisis de bTMB, el proceso de DRAGEN optimiza la
sensibilidad mediante la medicion de SNV sinénimas y
no sinénimas, asi como de indels. Después de la llamada
de variantes y la correccion de errores, la precision de

la medicién de la bTMB se mejora aun mas filtrando las
variantes germinales, las variantes de baja confianza

y las variantes asociadas a la hematopoyesis clonal

de potencial indeterminado.

El proceso DRAGEN TruSight Oncology 500 ctDNA
Analysis se ejecuta localmente en lllumina DRAGEN
Server v4 o en la nube mediante Illumina Connected
Analytics (ICA). ICA ofrece opciones de transferencia
de datos e inicio del analisis automatizados, ademas
de una plataforma gendmica segura y basada en la
nube para escalar el analisis secundario sin necesidad
de adquirir y mantener una infraestructura local.?®
Hardware y software DRAGEN mejorados que reducen
el tiempo de analisis de datos en aproximadamente

un 85 % (tabla 7).

Tabla 7: Reduccion del tiempo de andlisis de datos
de 24 muestras con una celda de flujo S4

Proceso TruSight

Paso de analisis ¢ i6n Ae Oncology 500 GIDNA

de datos }

DRAGEN Analysis
Conversién de BCL 6h Th
Alineacion +
colapso + 170 h Th
realineacion
Llamada de
reordenacion 10h 2h
de genes
Llamada
de variantes 24h 8hn

Aprox. 20 h

Duracion total Aprox. 9 dias (aprox. el 85 %

de reduccion)

a. Un solo nodo (128 Gb de memoria, CPU de 24 nuicleos), proceso no paralelo.

Para uso exclusivo en investigacion. Prohibido su uso en procedimientos de diagndstico.

Interpretacion de datos optimizada

Después de la identificacion de la clase de variante y

el tipo de biomarcador mediante un analisis secundario,
el siguiente paso es interpretar los datos para extraer un
significado bioldgicamente relevante. Se pueden utilizar
lllumina Connected Insights,’ Velsera Clinical Genomics
Workspace y aplicaciones de terceros.

Los archivos de llamada de variantes producidos
localmente o a través de la nube con lllumina Connected
Analytics se pueden introducir automaticamente en
lllumina Connected Insights. Cuando se combina
con la integracion del sistema de secuenciacion y
las capacidades de autolanzamiento de Connected
Analytics, el flujo de trabajo de analisis se puede
automatizar completamente con Connected Insights,
eliminando la necesidad de transferencias de datos
manuales, lo que da como resultado un informe

final personalizable.

Resultados fiables
y reproducibles

TruSight Oncology 500 ctDNA v2 proporciona

una deteccion sensible de variantes genémicas y
biomarcadores en una muestra de ADNec, incluso
cuando esta presente a bajas concentraciones.

Para demostrar los resultados de alta calidad que se
logran con TruSight Oncology 500 ctDNA v2, lllumina
realizé varios estudios que evaluaban la capacidad
de llamada de variantes pequefias de ADN, CNV,
reordenaciones de genes, TMB y MSI. Los resultados
de rendimiento se verificaron en NovaSeq 6000 System
y NovaSeq X Series.

SNV e indels

Una de las ventajas de la quimica de enriquecimiento

de objetivos es el uso de sondas disefiadas con un
tamafio lo suficientemente grande para proporcionar
una elevada especificidad en la unién, pero que también
permiten la hibridacion con objetivos que contienen
pequefas mutaciones. Dado que las SNV se han
asociado a la susceptibilidad al cdncer en varios tipos de
cancer, es fundamental que cualquier método de CGP
pueda detectar estas variantes a niveles bajos. TruSight
Oncology 500 ctDNA v2 detecta de forma reproducible
SNV e indels presentes a niveles tan bajos como el 0,2 %
0 0,5 % de VAF, respectivamente (figura 5 y figura 6).

t No disponible en todos los paises. lllumina Connected Insights
admite el analisis terciario definido por el usuario a través de
llamadas API a fuentes de conocimiento de terceros.
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CNV

Los cambios en el nimero de copias en genes y tipos
de tumores se han asociado a la carcinogénesis.?
TruSight Oncology 500 ctDNA v2 incluye el analisis
de 59 genes asociados a CNV y puede llamar
amplificaciones con un limite de deteccién 21,3 veces
para las amplificaciones y <0,6 para las deleciones
(tabla 8).

Tabla 8: Rendimiento analitico de TruSight Oncology
500 ctDNA v2 para CNV

Gen dzﬂglat:f]:aoio d’;/lzlatlrglk;)io Tasa de
previsto observado deteccion
Amplificaciones
ERBBZ2 1,5 1,50 100 %
MET 1,5 1,55 100 %
MYC 1,5 1,27 100 %
ERBB2 1,4 1,73 100 %
MET 1,4 1,46 100 %
MYC 1,4 1,22 100 %
ERBB2 1,3 1,35 100 %
MET 1,3 1,38 100 %
MYC 1,3 119 8%
ERBB2 1,2 119 100 %
MET 1,2 1,22 100 %
MyYc 1,2 N/P 0
Deleciones
BRCA1 0,85 0,86 16 %
BRCA2 0,85 N/P 0
BRCA1 0,80 0,79 100 %
BRCA2 0,80 0,80 100 %
BRCA1 0,70 0,69 100 %
BRCA2 0,70 0,69 100 %

Se evaluaron con TruSight Oncology 500 ctDNA v2 las muestras con multiplos

de cambio conocidos en busca de amplificaciones génicas mediante controles
sintéticos y estirpes celulares en busca de deleciones. Las CNV se diluyeron a
tres niveles de VAF. LoD 21,3 de muiltiplo de cambio para amplificaciones génicas,
<0,6 para deleciones. Cabe sefalar la fuerte correlacion entre los multiplos de
cambio esperados y observados. Los datos mostrados son de la secuenciacion en
NovaSeq 6000 System; se observé un rendimiento similar en NovaSeq X Series.
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Reordenaciones de genes

Las reordenaciones de genes pueden actuar como
iniciadores genémicos del cancer, lo que hace que
la capacidad de detectarlas sea esencial para los
estudios que se centran en comprender la base de
la enfermedad. TruSight Oncology 500 ctDNA v2
detecta y caracteriza las reordenaciones de genes
independientemente de su pareja, incluso cuando
estan presentes en concentraciones bajas (tabla 9).

Tabla 9: Rendimiento analitico de TruSight Oncology
500 ctDNA v2 para reordenaciones de genes

Fusion VA'F VAF Tasa de
prevista observada deteccion
ALK:EMLA4 0,60 % 0,48 % 100 %
GOPC;ROS1:CD74 0,60 % 0,39 % 100 %
RET:NCOA4 0,60 % 0,31% 100 %
ALK:EML4 0,50 % 0,43 % 100 %
GOPC;ROS1:CD74 0,50 % 0,33% 100 %
RET:NCOA4 0,50 % 0,27 % 100 %
ALK:EMLA4 0,40 % 0,36 % 100 %
GOPC;ROS1:CD74 0,40 % 0,24 % 100 %
RET:NCOA4 0,40 % 0,19 % 100 %
ALK:EML4 0,20 % 0,18 % 88 %
GOPC;ROS1:CD74 0,20 % 011% 100 %
RET:NCOA4 0,20 % 0,12 % 83 %

Se evaluaron con TruSight Oncology 500 ctDNA v2 muestras con tres fusiones

de ADN conocidas diluidas a niveles de VAF que oscilaban entre el 0,2 % y el

0,6 %. LoD para reordenaciones de genes = 0,5 %. La evaluacion basada en

NGS con TruSight Oncology 500 ctDNA v2 interroga mas de 2300 centros de
homopolimeros de 6-7 pb, lo que ayuda a reducir las tasas de error y a disminuir
los posibles falsos positivos que se encuentran habitualmente en la secuenciacion
de homopolimeros. Los datos mostrados son para la secuenciacion en NovaSeq
6000 System; se observo un rendimiento similar en NovaSeq X Series. VAF:
frecuencia de variantes alélicas.

Para uso exclusivo en investigacién. Prohibido su uso en procedimientos de diagndstico.
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100

0 ||| ||| ||| ||| ||| ||| |||

Q61R Q61H G12D G12C E17K G1202R F1174L H1047R D816V V600E T790M L858R

Tasa de deteccion (%)
N w ey n [} ~N © ©
o o o o o o o o

N
o

m0,2 % de VAF  ®0,4 % de VAF 10,5 % de VAF

Figura 5: Alto rendimiento analitico para SNV clave en el LoD (0,2 % de VAF). Las muestras de control sintético con una VAF conocida
para cada variante de nucledtido Unico se diluyeron a valores que oscilaban entre el 0,20 % y el 0,50 % de VAF y se analizaron con
TruSight Oncology 500 ctDNA v2. Las SNV presentes a niveles bajos de tan solo el 0,2 % eran detectables. Los datos mostrados

son para la secuenciacién en NovaSeq 6000 System; se observé un rendimiento similar en NovaSeq X Series.
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Figura 6: Alto rendimiento analitico para indels en el LoD (0,5 % de VAF). Las muestras de control sintético con una VAF conocida para
cada insercion o delecién se diluyeron a valores que oscilaban entre el 0,20 % y el 0,50 % de VAF y se analizaron con TruSight Oncology
500 ctDNA v2. La deteccién de BRCA1 fue menor debido a que la variante se encuentra en una region altamente homopolimérica,

lo que provoca un alto nivel de ruido de fondo. Los datos mostrados son de la secuenciacion en NovaSeq 6000 System; se observo
un rendimiento similar en NovaSeq X Series.
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Firmas génicas de 10: MSly TMB

La deteccion de MSIy TMB se basa en el analisis de
varios locus genodmicos. La evaluacion basada en NGS
con TruSight Oncology 500 ctDNA v2 interroga mas de
2300 centros de homopolimeros de 6-7 pb, lo que ayuda
a reducir las tasas de error y los posibles falsos positivos
que se encuentran habitualmente en la secuenciacién
de homopolimeros.?® Con una quimica sensible de
preparacion de librerias combinada con procesos
bioinformaticos avanzados, TruSight Oncology 500
ctDNA v2 proporciona deteccién de MSI lograda hasta
conun 0,3 % de fraccién tumoral (figura 7).

Obtener un valor de bTMB preciso y reproducible a
niveles de mutacion bajos puede ser dificil con paneles
mas pequefios.” TruSight Oncology 500 ctDNA v2
combina un contenido gendémico completo con un panel
de 1,94 Mb y algoritmos informaticos sofisticados para
proporcionar estimaciones precisas de bTMB. El proceso
bioinformatico exclusivo de DRAGEN TruSight Oncology
500 ctDNA aplica un filtrado avanzado para variantes
de hematopoyesis tanto germinales como clonales,

lo que da como resultado flujos de trabajo altamente
concordantes solo tumorales y tumorales-normales

(R? =0,992) (figura 8).2°
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Una suma de la distancia de Jensen-Shannon >0,08 es el estado de MSI-H
0,00

0,3 % de fraccion tumoral 0,5 % de fraccion tumoral 1% de fraccion tumoral

@ Linea celular L1 @ Linea celular L2 @ Linea celular L3

Figura 7: Rendimiento de MSI sensible para la investigacion
de |0. Fracciones tumorales producidas mediante la titulacién
de estirpes celulares preparadas nucleosémicamente con
puntuaciones de MSI-H previamente conocidas ajustadas en
un fondo de células de tipo natural. La alta sensibilidad analitica
de MSI se logra con el exclusivo DRAGEN TruSight Oncology
500 ctDNA v2.1 Analysis Software. Se evaluaron mas de

2300 centros de homopolimeros. Los datos mostrados son
para la secuenciacion en NovaSeq 6000 System. Se observo
un rendimiento similar en NovaSeq X Series.
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Figura 8: Alta correlacién de los datos de bTMB entre los flujos
de trabajo de analisis solo del tumor y del tumor-normal.

Las puntuaciones de bTMB solo del tumor producidas con
TruSight Oncology 500 ctDNA v2 con bioinformatica avanzada
y un panel lo suficientemente grande como para detectar

la TMB (>1 Mb) muestran una alta concordancia con las
puntuaciones de bTMB producidas a partir de un flujo de
trabajo emparejado tumor-normal utilizando plasma y ADNec
de la capa leucocitaria. Los datos mostrados son para la
secuenciacion en NovaSeq 6000 System; se observé un
rendimiento similar en NovaSeq X Series.

Para uso exclusivo en investigacién. Prohibido su uso en procedimientos de diagndstico.
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Atributos del producto mejorados

lllumina ofrece servicio y asistencia de alto nivel para
garantizar el éxito del funcionamiento del laboratorio.
A fin de lograr una mayor eficiencia, TruSight Oncology
500 ctDNA v2 cuenta con:

« Notificacién de cambios avanzada: Illlumina notifica
a los laboratorios seis meses antes de que se realice
cualquier cambio significativo en TruSight Oncology
500 ctDNA.

« Certificado de analisis:* cada producto TruSight
Oncology 500 ctDNA v2 se emite con un certificado
de analisis (CoA, Certificate Of Analysis) del
departamento de garantia de calidad de lllumina
que determina que el producto ha cumplido con
sus especificaciones y calidad de lanzamiento
del producto predeterminadas.

« Mayor vida util: la vida util minima garantizada de los
reactivos TruSight Oncology 500 ctDNA v2 se amplia
a seis meses, lo que reduce el riesgo de caducidad
del producto y permite a los laboratorios emplear los
reactivos segun las necesidades de analisis actuales.

« Envios de un solo lote: ya disponibles para kits
manuales y proximamente disponibles para kits
automatizados en el 2.° semestre de 2024. Los envios
de un solo lote reducen la carga de la calificacion
de lotes y las pruebas de CC entrantes.

Solucion integrada que permite
CGP a partir de biopsia liquida

TruSight Oncology 500 ctDNA v2 es un ensayo de
investigacion multiplexado basado en NGS que
analiza simultdneamente a partir de plasma cientos
de biomarcadores relacionados con el cancer, en
consonancia con las directrices y las investigaciones
de ensayos clinicos. El ensayo completo detecta
diversos tipos de variantes en sangre de 523 genes
implicados en varios tipos de tumores y evalla los
biomarcadores de |10 y emergentes (bTMB, bMSI,
NTRK 'y ROST), sin necesidad de varias muestras para
pruebas iterativas.

I CoAdisponible en 2024.

Para uso exclusivo en investigacion. Prohibido su uso en procedimientos de diagndstico.

Las mejoras en la quimica y la ampliacién de la
compatibilidad del sistema de secuenciacién han
reducido el tiempo total hasta obtener el resultado a
3-4 dias, han reducido el requisito de aporte a 20 ng
de ADNec y han reducido el limite de deteccion a una
VAF del 0,2 % (para SNV). Ademas, el flujo de trabajo
compatible con la automatizacion reduce el tiempo de
trabajo y reduce al minimo la carga para el personal
del laboratorio, creando un laboratorio optimizado

para una mayor eficiencia. Gracias al aprovechamiento
del amplio contenido gendmico, de la tecnologia de
secuenciacién lider en el sector y del software mejorado,
TruSight Oncology 500 ctDNA v2 proporciona una
solucién integrada que hace posible abordar proyectos
de investigacion clinica basados en CGP con una
complejidad operativa y de analisis minima.

Mas informacion

TruSight Oncology 500 ctDNA v2
NovaSeq X Series

NovaSeq 6000 System

NovaSeq 6000Dx Instrument
Andlisis secundario de DRAGEN
lllumina Connected Analytics

lllumina Connected Insights
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Informacion para pedidos — Kits

de preparacion de librerias (manual)

Informacion para pedidos — Kits de

preparacion de librerias (automatizada)

N.° de N.° de
Producto g Producto 2
catalogo catalogo

TruSight Oncology 500 ctDNA v2 TruSight Oncology 500 ctDNA v2 for
(24 samples) 20105899 Automation (48 samples) 20105900
TruSight Oncology 500 ctDNA v2 for use 20105901 TruSight Oncology 500 ctDNA v2
with NovaSeq 6000 S2 (24 samples) Automation Kit, for use with NovaSeq 20105903

6000 S2 (48 samples)
TruSight Oncology 500 ctDNA v2 for use 20105902
with NovaSeq 6000 S4 (24 samples) TruSight Oncology 500 ctDNA v2

Automation Kit, for use with NovaSeq 20105904
TruSight Oncology 500 ctDNA v2 6000 S4 (48 samples)
(24 samples) plus Velsera Interpretation 20105905
Report TruSight Oncology 500 ctDNA v2 for

Automation (48 samples) plus Velsera 20105906
TruSight Oncology 500 ctDNA v2 plus Interpretation Report
Velsera Interpretation Report, for use with 20105907
NovaSeq 6000 S2 (24 samples) TruSight Oncology 500 ctDNA v2

Automation Kit plus Velsera Interpretation 20105909
TruSight Oncology 500 ctDNA v2 plus Report, for use with NovaSeq 6000 S2
Velsera Interpretation Report, for use with 20105908 (48 samples)
NovaSeq 6000 S4 (24 samples)

TruSight Oncology 500 ctDNA v2
TruSight Oncology 500 ctDNA v2 Automation Kit plus Velsera Interpretation 20105910
(24 samples) plus Connected Insights 20105911 Report, for use with NovaSeq 6000 S4
Interpretation Report (48 samples)
TruSight Oncology 500 ctDNA v2 plus TruSight Oncology 500 ctDNA v2 for
Connected Insights Interpretation Report, 20105913 Automation (48 samples) plus Connected 20105912
for use with NovaSeq 6000 S2 (24 samples) Insights Interpretation Report
TruSight Oncology 500 ctDNA v2 plus TruSight Oncology 500 ctDNA v2
Connected Insights Interpretation Report, 20105914 Automation Kit plus Connected Insights 20105915
for use with NovaSeq 6000 S4 (24 samples) Interpretation Report, for use with

NovaSeq 6000 S2 (48 samples)

TruSight Oncology 500 ctDNA v2

Automation Kit plus Connected Insights 20105916
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Interpretation Report, for use with
NovaSeq 6000 S4 (48 samples)
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Informacion para pedidos — Adaptadores
de indices

Informacion para pedidos — Analisis

N.° de

Producto p
catalogo

Generacion de informes de variantes locales

Producto caNt;gSo
Set A Ligation 96 Indexes, 96 Samples) | 20034701
Set B, Ligation (96 Indexas, 96 Samples) | 20034702
Anchars Set & for Automation | 20086404
IDT for Illumina UMI DNA/DNA Index 20063213

Anchors Set B for Automation

lllumina DRAGEN Server v4 20051343
[llumina DRAGEN Server Installation 20031995
[llumina DRAGEN Server v4 Support Plan 20085832
Field Delivered Applications Training 15032919

Informacion para pedidos — Reactivos
de secuenciacion

Generacion de informes de variantes basada
en la nube

N.° de

Producto ,

catalogo
NovaSeq 6000 S2 Reagent Kit v1.5
(300 cycles) 20028314
NovaSeq 6000 S4 Reagent Kit v1.5
(300 cycles) 20028312
NovaSeq"” X Series 1.5B Reagent Kit 20104705
(300 cycles)
NovaSeq X Series 10B Reagent Kit 20085594

(300 cycles)

Para uso exclusivo en investigacion. Prohibido su uso en procedimientos de diagndstico.

ICA Basic Annual Subscription 20044874
ICA Professional Annual Subscription 20044876
ICA Enterprise Annual Subscription 20038994
ICA Enterprise Compliance Add-on 20066830
Subscription ICA Training and Onboarding 20049422
Interpretacion de variantes

IIIumine_a Cpnnected Insights — Annual 20090137
Subscription

[llumina Conneptgol Insights-Research - 20112516
Annual Subscription

[llumina Connected Insights — Oncology

Genome Equivalent Samples (VCF) 20090138
[llumina Connected Insights Training —

Remote 20092376
Informatics Professional Services 20071787
Almacenamiento en la nube

[llumina Analytics - 1iCredit 20042038
[llumina Analytics Starter Package -

1,000 iCredits 20042039
[llumina Analytics — 5,000 iCredits 20042040
[llumina Analytics = 50,000 iCredits 20042041
[llumina Analytics = 100,000 iCredits 20042042
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