FICHE TECHNIQUE

TruSight™ Oncology
500 ctDNA v2

Profilage génomique
complet, rapide et sensible
a partir d’échantillons

de biopsie liquide

« Détectez les biomarqueurs présents avec une fréquence
allélique de variants (FAV) aussi basse que 0,2 % a partir
de 20 ng d’ADNtc (5 a 30 ng possibles).

« Obtenez des résultats complets en moins de quatre jours
avec des options manuelle ou automatisée.

« Analysez plus de 500 genes et signatures génomiques
en immuno-oncologie (10) (IMS, CMT) en un seul test.

« Tirez parti de I'économie transformationnelle et des
tailles de lots aussi petites que quatre échantillons avec
la série NovaSeq"® X.

illumina-
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La valeur que I'ADNtc et la
biopsie liquide apportent au
profilage génomique complet

Comprendre les bases génomiques du cancer peut aider

a identifier les altérations qui contribuent a I'évolution

de la maladie et permettre des progres en médecine de
précision. Le profilage génomique complet (PGC) est

I'une des méthodes pour aborder ces études oncologiques.
Le PGC est une application de médecine de précision qui
tire parti du séquengage de nouvelle génération (SNG)
pour évaluer un large éventail de biomarqueurs en un seul
test, en utilisant moins d’échantillons et en obtenant des
résultats plus rapidement qu’en suivant des stratégies
comportant plusieurs tests itératifs2. En outre, les tests de
PGC peuvent identifier des variants plus pertinents sur le
plan clinique que les approches de test conventionnelles,
telles que les tests monogéniques et les panels de SNG

de points chauds®*®. Cette capacité a détecter davantage
de variants gagne en importance a mesure qu’un nombre
croissant de biomarqueurs sont découverts, notamment
les signatures génomiques en immuno-oncologie (10) telles
gue la charge mutationnelle tumorale (CMT) qui nécessitent
de grands panels de SNG (> 1 Mb) pour une identification
précise’s.

'approche standard du PGC implique I'utilisation
d’échantillons de tissus tumoraux solides, notamment des
échantillons fixés au formol et inclus en paraffine (FFIP).
Parfois, la quantité de tissus peut ne pas étre suffisante
(cela peut se produire dans jusqu’a 25 % des cas®), la
tumeur peut étre inaccessible ou I'obtention des résultats
de la biopsie tissulaire peut prendre trop de temps. Par
conséquent, la réalisation d’'un PGC avec de I’ADN tumoral
circulant (ADNtc) a partir d'une biopsie liquide sanguine
peut fournir des renseignements sur le contexte génomique
de la tumeur. LADNtc a été détecté a tous les stades de la
progression du cancer et dans plusieurs types de tumeurs
solides'®, notamment les cancers du poumon, du sein, des
ovaires et colorectaux.

L’ADN des tumeurs circule
dans le sang

L’ADN acellulaire est extrait
du plasma

L'utilisation de ’'ADNtc pour le PGC présente plusieurs
avantages :

» un acces facile a I'échantillon par une procédure
de prélevement sanguin non effractive;

« la capture des clones de plusieurs tumeurs ou méme de
la méme tumeur®?, surmontant les biais d’échantillonnage
inhérents a la biopsie de tumeurs solides et élargissant
la capacité d'identifier davantage d'altérations'?;

« |'obtention de données temporelles et spatiales sur
I'nétérogénéité inter et intratumorale™;

« larépétition de I'analyse pour évaluer la sélection
clonale.

La biopsie liquide fournit une approche non effractive pour
obtenir de 'ADN acellulaire (ADNa), qui comprend 'ADNtc,
a partir du plasma sanguin pour le profilage tumoral

(figure 1). Pour certaines maladies, comme le cancer du
poumon non a petites cellules (CPNPC), I'ajout du PGC

de la biopsie liquide a I'analyse tissulaire peut augmenter
de 15 a 48 %'*147 I'identification de mutations pertinentes
sur le plan clinique. En outre, des études sur le cancer du
poumon non a petites cellules ont révélé que les analyses
de 'ADNa concordent fortement avec les analyses
tissulaires™. Aujourd’hui, la biopsie liquide est de plus

en plus incluse dans les directives professionnelles

(> 12 maladies) comme méthode d’'obtention d’échantillons
pour le profilage moléculaire" .

Pour tirer profit de la biopsie liquide, il est essentiel
d’utiliser une analyse trés sensible et spécifique capable de
détecter les mutations somatiques présentes a de basses
fréquences dans I’ADNtc. Le test TruSight Oncology 500
ctDNA?C d'origine a relevé ce défi, exploitant la puissance
de la technologie éprouvée de SNG d'lllumina et atteignant
la sensibilité analytique élevée nécessaire a la réalisation
du PGC. S’appuyant sur ce succes, TruSight Oncology 500
CctDNA v2 (tableau 1, tableau 2) offre des améliorations de
la chimie et du flux de travail qui augmentent la sensibilité
et raccourcissent le temps de réponse (tableau 3).

Indel O O MNv
O sNv
cnv O
O Fusion de genes
iMs O

Ocmr

TruSight Oncology 500 ctDNA v2 détecte les
variants somatiques provenant de 523 génes
dans I’ADN tumoral circulant

Figure 1: La biopsie liquide permet une approche non effractive du PGC : 'ADNtc, présent dans I'’ADN acellulaire dans le plasma,
peut étre obtenu par une simple prise de sang analysée a l'aide de TruSight Oncology 500 ctDNA v2 pour détecter la présence
de biomarqueurs pertinents pour le cancer dans les principales lignes directrices.

2 | M-GL-02196 FRA v4.0

Destiné a la recherche uniquement. Ne pas utiliser a des fins de diagnostic.



TRUSIGHT ONCOLOGY 500 CTDNA V2

Tableau 1: TruSight Oncology ctDNA v2 en bref

Parametre Caractéristique
Série NovaSeq X
Systeme NovaSeq 6000 System

NovaSeq 6000Dx Instrument
(mode RUO)?

Débit d’échantillons

4 a 48 échantillons par analyse

Tailles des trousses
de préparation des
librairies

24 échantillons (manuel)
48 échantillons (automatisé)

Echantillons par
Flow Cell

4 échantillons par Flow Cell 1.5B
8 échantillons par Flow Cell S2
24 échantillons par Flow Cell 10B
24 échantillons par Flow Cell S4

Capacité
d’automatisation

Méthodes qualifiées d’lllumina
disponibles pour Hamilton
Microlab STAR

Taille du panel

1,94 Mb d’ADN

Contenu du panel

523 génes pour les petits variants
59 genes pour les VNC

23 genes pour les réarrangements
de génes

IMS (> 2 300 locus)

CMT (> 1 Mb)

Tableau 2 : Perform
CctDNA v22

ance de TruSight Oncology

Parametre

Caractéristique

Limite de détection (LDD)

FAV de 0,2 % pour les SNV
FAV de 0,5 % pour les MNV
et lesindels

FAV de 0,5 % pour les
réarrangements de genes
Modification de facteur = 1,3
pour 'amplification génique
Modification de facteur < 0,6
pour la suppression des genes
> 0,3 % de fraction tumorale
pour I'lMS

Sensibilité analytique
(alaLDD)

290 % (ala LDD de la FAV
de 0,2 % pour les SNV)

> 95 % (ala LDD de la FAV
de 0,2 % pour les points
chauds de SNV)

295 % (ala LDD de la FAV
de 0,5 % pour tous les autres
types de variants)

Spécificité analytique

> 99,999 %

a. Vérifiée sur NovaSeq 6000 System et la série NovaSeq X.

Type d’échantillon

ADNa dérivé du plasma sanguin

Exigence d'entrée
d’ADN

20 ng d’ADNa (5 a 30 ng possibles)®

Tableau 3 : Avancées avec TruSight Oncology ctDNA v2

Durée totale du test

De la préparation de librairies au
rapport de variants :

« 3 jours sur la série NovaSeq X

» 4 jours sur NovaSeq 6000 System

Durée de
manipulation

8 a 24 échantillons (manuel) : ~ 2,5 h

8 a 24 échantillons (automatisé) : ~ 1,5 h
48 échantillons (manuel) : ~ 4,5 h

48 échantillons (automatisé) : ~ 1,5 h

Temps de
préparation
des librairies®

8 a 24 échantillons (manuel) : ~ 8,5 h

8 a 24 échantillons (automatisé) : ~ 9,5 h
48 échantillons (manuel) : ~ 10 h

48 échantillons (automatisé) : ~11h

Durée de I'analyse
de séquengage

22 a 44 nh (voir le tableau 5)

Longueur de lecture

. TruSight
TruSight g
Oncology 500
Avantage Oncology 500 .
ctDNA (version
ctDNA v2 o
d’origine)
Etapes de Etapes de
réparation des réparation des
Sensibilité du extrémités et extrémités et
test améliorée d’extension d’extension
homopolymérique A homopolymérique A
distinctes combinées
Flux de travail
plus rationalisé Index/IMU Index/IMU
et expérience en plaques en tubes
utilisateur améliorée
Flux de travail plus Etape Deux étapes

rapide et en une
seule journée

d’hybridation
et de capture

d’hybridation/
de capture unique

de I'analyse de 2 x 151 pb
séquengage
Couverture de 35 000x

séquengage

Plus d’évolutivité

192 index 16 index

Durée d'analyse
des variants

8 échantillons:9a12 h
24 échantillons:20a 24 h
48 échantillons: 40 a2 48 h

Tailles de lots plus
importantes

4 3 48 échantillons® 8 a 48 échantillons

Automatisation
activée

Oui Non

a. Compatibilité du serveur embarqué pour NovaSeq 6000Dx Instrument a partir
de la seconde moitié de 2024.

b. Quantification recommandée avec systemes TapeStation ou Fragment Analyzer
d’Agilent. Pour en savoir plus sur les quantités d’entrées, consultez la note
technique Utilisation de quantités d’entrées inférieures avec TruSight Oncology

CtDNA v2.

c. Comprend la préparation de librairies, I'enrichissement et la normalisation

par billes.

a. Lots de quatre échantillons disponibles sur la série NovaSeq X.
IMU, identifiant moléculaire unique.
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Contenu complet

Le contenu de TruSight Oncology 500 ctDNA v2 a été
congu en collaboration avec les autorités reconnues de la
communauté oncologique et comprend les biomarqueurs
actuels et émergents avec une couverture compléete

des génes que I'on retrouve dans les principales lignes
directrices et dans les principaux essais cliniques pour
plusieurs types de tumeurs. La conception de la sonde

de panel permet de capturer les réarrangements de génes
connus et nouveaux, et comprend 523 genes pour la
détection des variants susceptibles de jouer un réle dans
la tumorigenese, aujourd’hui et a I'avenir. Les biomarqueurs
comprennent des variants mononucléotidiques (SNV,
single-nucleotide variant), des variants nucléotidiques
multiples (MNV, multi-nucleotide variant), des insertions/
suppressions (indels), des variants du nombre de copies
(VNC), des réarrangements de genes et des signatures
génomiques complexes en 10, comme l'instabilité
microsatellitaire sanguine (bMSI, blood-based microsatellite
instability) et la CMT sanguine (bTMB, blood-based TMB)
(tableau 4).

/) Pour obtenir une liste complete des genes,
o/ consultez la page du produit TruSight Oncology 500
CtDNA v2.

I 3a4jours

Préparation des librairies >
et enrichissement

Echantillon >

Séquencgage

> Appel des variants

Tableau 4 : Exemples de types de variants détectés par
TruSight Oncology 500 ctDNA v2

Type de variant Exemple

SNV et indels EGFR, POLE, TMPRSS2, BRAF

Réarrangement de génes ALK, ROS1, NTRK1, NTRK2, RET

VNC HER2
IMS Score d'IMS
CMT Score de CMT

Flux de travail rapide et intégré

TruSight Oncology 500 ctDNA v2 fait partie d’'un flux
de travail de PGC intégré qui s'étend de I'entrée des
échantillons au rapport final (figure 2). L'utilisation de
trousses et de méthodes automatisées de préparation
de librairies, d'outils d’appel des variants et de logiciels
d’interprétation et de génération de rapports permet
un flux de travail fluide qui peut étre réalisé en moins
de quatre jours, soit moins de la moitié du temps
nécessaire pour les autres tests de PGC a partir d'une
biopsie liquide (figure 3).

> Génération de données
et de rapports

ni

ADNa extrait
du plasma

TruSight Oncology 500
CctDNA v2 kit

(manuel ou automatisé) ou NovaSeq X Series

NovaSeq 6000 System,
NovaSeq 6000Dx Instrument,?

—

DRAGEN TruSight Oncology 500 ctDNA  Plusieurs options commerciales :
v2 Analysis Software sur serveur local lllumina Connected
DRAGEN ou Connected Analytics Insights,® Velsera CGW®

Options d'automatisation disponibles

Figure 2 : Flux de travail de TruSight Oncology 500 ctDNA v2 : TruSight Oncology 500 ctDNA v2 s'integre aux flux de travail

des laboratoires actuels, passant de ’ADNa a un rapport de variants en moins de quatre jours. DRAGEN TruSight Oncology 500
ctDNA Analysis Software peut fonctionner sur un serveur local DRAGEN ou dans le nuage via lllumina Connected Analytics.

a. NovaSeq 6000Dx Instrument (mode RUQ). b. Disponible dans certains pays. La gamme de produits lllumina Connected Insights
prend en charge l'analyse tertiaire définie par I'utilisateur par le biais d'appels d’API a des sources de connaissances tierces.

c. D'autres options de tiers sont disponibles.

4 | M-GL-02196 FRA v4.0

Destiné a la recherche uniquement. Ne pas utiliser a des fins de diagnostic.


https://www.illumina.com/products/by-type/clinical-research-products/trusight-oncology-500-ctdna.html
https://www.illumina.com/products/by-type/clinical-research-products/trusight-oncology-500-ctdna.html

TRUSIGHT ONCOLOGY 500 CTDNA V2

TruSight Oncology 500 ctDNA v2

3a4jours

Trousse commercialisée 12!

5 jours

Service centralisé 1%
7 jours

Trousse commercialisée 222

8 jours

Figure 3 : Durée de traitement raccourcie avec TruSight Oncology 500 ctDNA v2 : comparaison du temps nécessaire pour passer de
I'échantillon au rapport pour les tests de PGC a partir d’'une biopsie liquide qui comprennent les biomarqueurs en 10 de bMSI et de bTMB.

Préparation optimisée des librairies

A I'aide de la chimie éprouvée de séquencage par synthése
(SBS, Sequencing by Synthesis) d’lllumina, TruSight
Oncology 500 ctDNA v2 permet le profilage génomique
complet a partir de seulement 20 ng d’ADNa, en faisant une
alternative idéale a utiliser lorsque le tissu n'est pas facile a
obtenir ou en complément de I'analyse des tissus. LADNtc
représente une petite fraction d’ADNa (généralement

<5 % de 'ADNa total), des méthodes puissantes sont donc
nécessaires pour séparer le signal du bruit. Pour permettre
I'identification des variants a ultra-faible fréquence,

la préparation des librairies tire profit de I'enrichissement
des cibles a l'aide de sondes biotinylées et de billes
magnétiques enduites de streptavidine pour enrichir des
cibles sélectionnées de librairies basées sur I’ADN et
d’identifiants moléculaires uniques (IMU)?* afin de réduire
les taux d'erreur (figure 4). Les avancées réalisées dans

la chimie des produits ont réduit le nombre d’hybridations
de deux a un dans TruSight Oncology 500 ctDNA v2,

ce qui permet de réaliser la préparation des librairies

en un jour et d'obtenir des résultats plus rapidement.

Elles ont également permis d’améliorer la sensibilité
analytique jusqu’a obtenir une FAV de 0,2 % pour les SNV.
Cette approche d’hybridation/de capture ciblée permet de
réduire la perte d’échantillons en présence des variations
naturelles d’alleles et des artéfacts de séquencage.

O En savoir plus sur l'utilisation de quantités d’entrées
O/ aussi faibles que 5 ng avec TruSight Oncology
CtDNA v2.

/) En savoir plus sur les identifiants moléculaires
(// uniques (IMU).

Destiné a la recherche uniquement. Ne pas utiliser a des fins de diagnostic.

Flux de travail basé sur I'automatisation

TruSight Oncology 500 ctDNA v2 offre des options
manuelle et automatisée pour permettre la préparation de
librairies évolutives. lllumina a établi un partenariat avec
Hamilton, un fabricant de premier plan dans le domaine

de la manipulation des liquides, afin de produire un flux

de travail entierement automatisé pour les tests TruSight
Oncology 500 ctDNA v2 sur Hamilton Star. Les trousses

de préparation de librairies propices a I'automatisation
garantissent une quantité suffisante de réactifs pour
préparer 48 librairies et inclure le volume mort requis pour
le robot avec peu de déchets de réactifs. Les flux de travail
automatisés permettent d’'obtenir les mémes résultats de
haute qualité que ceux produits par les protocoles manuels,
tout en réduisant la durée de manipulation de 40 %,
libérant ainsi environ huit heures pour d’autres activités de
laboratoire. Dans I'ensemble, 'automatisation permet aux
laboratoires d’économiser sur les colits de main-d'ceuvre et
d’améliorer leur efficacité?®.

Séquengage puissant

Les librairies TruSight Oncology 500 ctDNA v2 sont
séquencées sur NovaSeq 6000 Sequencing System,
NovaSeq 6000Dx Instrument (mode RUO)" ou la série
NovaSeq X. La série NovaSeq X offre un flux de travail plus
rapide, réduisant la durée de séquengage d’environ 40 %
par rapport au NovaSeq 6000 System (figure 6). Quelle
que soit la plateforme utilisée, le séquencage a lieu a une
profondeur élevée (400 millions de lectures par échantillon
a environ 35 000x) pour améliorer la sensibilité. Le résultat
est la capacité de détecter des mutations a une fréquence
allélique des variants (FAV) de 0,2 % pour les SNV, avec

> 90 % de sensibilité analytique et = 95 % de spécificité
analytique (tableau 6). En outre, la série NovaSeq X rend
possible I'économie transformationnelle en réduisant

le colt du séquencgage par échantillon?’.

* Séquencgage sur NovaSeq 6000Dx Instrument disponible
a la seconde moitié de 2024.
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Préparation des échantillons d’ADNtc (dilution) Tableau 5 : Estimation des durées d’analyse
de séquengage

NovaSeq 6000

|
|
(:) Réparation des extrémités Systeme System® Série NovaSeq X

Flow Cell S2 S4 1.5B 10B

(Pj"te““" homopolymérique A Nbre Durée de 'analyse de séquengage
A d’échantillons (nbre de Flow Cell)
A
(:) 4 — — 22h (1) —

Ligature des adaptateurs IMU (en plaques) ) 36 h (»]) _ 29 h (2) o

(:A) Insetd®DN S 24 _ 44 1 (1) - 25h (1)
_\® IMUT—\

48 - 44h(2) - 25h(2)
Nettoyage de la ligature a. Lesdurées d'analyse de séquengage s'appliquent au NovaSeq 6000Dx
Insert dADN MU / Instrument en mode RUO.
]
MU \

Tableau 6 : Détection précise des biomarqueurs de bas

N %:m—/ / niveau®
i ™ N

) Sensibilité Spécificité
Type de variant —— .
Indexage de la PCR analytique analytique®
| IMU I
| I MU . ] pet|ts Variants
nucléotidiques 290 % > 99,9994 %
Hybridation (FAV 20,2 %)
Variants nucléotidiques o N
multiples (FAV = 0,5 %) 290 % =95%
—
Insertions/suppressions o o
Capture et lavage (FAV = 0,5 %) =90 7% =95%
Amplifications géniques
“'/ L83 (modification de =295 % 295%
0 facteur = 1,3)
Librairie enrichie Suppression des
> genes (modification 295% 295%
= de facteur < 0,6)
L '/' Réarrangement de genes > 95 % > 959
(20,5 %) N ° N °
Amplification, nettoyage et quantification de la librairie enrichie (PCR)
Détection élevée d'IMS
(=a0,3 % de fraction 295% 295%

Normalisation basée sur des billes tumorale)

a. Performance vérifiée sur le NovaSeq 6000 System et la série NovaSeq X.

b. La sensibilité analytique est définie comme étant le pourcentage de détection
au niveau de variant énoncé.

c. Laspécificité analytique est définie comme étant la capacité de détecter un
négatif connu.

Figure 4 : Préparation de librairies par hybridation/capture
basée sur les IMU : I'enrichissement ciblé utilise des sondes

qui sont suffisamment grandes pour conférer une spécificité de Analyse précise et accélérée
liaison élevée, mais aussi pour permettre I'hybridation de cibles
contenant des mutations. Les réactifs IMU réduisent les taux Appel de variants complet et efficace

d’erreur, ce qui augmente la spécificité analytique et produit

des appels de variants hautement fiables?. Le pipeline DRAGENMC TruSight Oncology 500 ctDNA

Analysis utilise des algorithmes de bioinformatique
accélérés et entierement intégrés pour effectuer un
alignement de la séquence, une correction des erreurs
en combinant la séquence, puis un appel des variants
en fonction des données brutes.
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Les lectures dupliquées et les erreurs de séquengage sont
supprimées sans perdre le signal pour les variants basse
fréquence tout en fournissant des résultats d'appels de
variants de sensibilité élevée.

Contrairement aux résultats qualitatifs tirés des tests basés
sur la PCR, le pipeline DRAGEN TruSight Oncology 500
ctDNA Analysis fournit un score de bMSI quantitatif dérivé
de plus de 2 300 sites de marqueurs d’'IMS homopolymeres.
Pour I'analyse de la bTMB, le pipeline DRAGEN optimise

la sensibilité en mesurant a la fois les SNV synonymes et
non synonymes et les indels. Apres I'appel des variants

et la correction d'erreurs, la précision de la mesure de la
bTMB est davantage améliorée par la filtration des variants
germinaux, des variants de fiabilité faible et des variants
associés a I'nématopoiese clonale a potentiel indéterminé.

Le pipeline DRAGEN TruSight Oncology 500 ctDNA
Analysis fonctionne sur un Illlumina DRAGEN Server v4

ou dans le nuage via lllumina Connected Analytics (ICA).
ICA fournit des options pour automatiser le transfert

de données et lancer I'analyse, ainsi qu’une plateforme
infonuagique de génomique sécurisée pour faire évoluer
I'analyse secondaire sans devoir acquérir et entretenir
une infrastructure locale?®. Les améliorations apportées
au matériel et au logiciel DRAGEN permettent de diminuer
la durée d'analyse des données d’environ 85 % (tableau 7).

Tableau 7 : Réduction de la durée d’analyse des
données pour 24 échantillons a l'aide d'une Flow Cell S4

Pipeline DRAGEN

Etape d'analyse o TruSight

des données el Oncology 500 ctDNA
Analysis

Conversion BCL 6h Th

Alignement +
combinaison + 170 h Mh
réalignement

Appel de
réarrangement 10h 2h
de genes
Appel des variants 24 h 8h

~20h

buree totale (~ 85 % de réduction)

~ 9jours

a. Pipeline non parallélisé a un seul nceud (mémoire de 128 Go, 24 coeurs).

Destiné a la recherche uniquement. Ne pas utiliser a des fins de diagnostic.

Interprétation rationalisée des données

Apres l'identification de la classe de variants et du type

de biomarqueurs par I'analyse secondaire, I'étape suivante
consiste a interpréter les données pour extraire une
signification pertinente d’'un point de vue biologique.
lllumina Connected Insights®, Velsera Clinical Genomics
Workspace et des applications tierces peuvent

étre utilisées.

Les fichiers d’appel de variants, produits localement ou

via le nuage avec lllumina Connected Analytics, peuvent
étre automatiquement intégrés dans lllumina Connected
Insights. Lorsqu’il est associé a l'intégration du systeme

de séquencgage et aux capacités de lancement automatique
de Connected Analytics, le flux de travail d’analyse peut
étre entierement automatisé avec Connected Insights,
éliminant ainsi le besoin de transferts manuels de données,
ce qui permet d’obtenir un rapport final personnalisable.

Résultats fiables et
reproductibles

TruSight Oncology 500 ctDNA v2 fournit une détection
sensible des variants génomiques et des biomarqueurs
dans un échantillon d’ADNa, méme lorsqu’ils sont présents
a de faibles niveaux. Pour démontrer les résultats de
grande qualité atteints avec le test TruSight Oncology 500
ctDNA v2, lllumina a effectué différentes études portant
sur I'évaluation de la capacité a appeler les petits variants
d’ADN, les VNC, les réarrangements de genes, la CMT

et I'lMS. Les résultats de performance ont été vérifiés

sur le NovaSeq 6000 System et la série NovaSeq X.

SNV et indels

Un avantage de la chimie d’enrichissement des cibles est
I'utilisation de sondes suffisamment grandes pour conférer
une spécificité de liaison élevée, mais également pour
permettre I'hybridation de cibles contenant de petites
mutations. Etant donné que les SNV ont été associés a
une susceptibilité au cancer dans divers types de cancer,
il est essentiel que toutes les méthodes de PGC puissent
détecter ces variants a de faibles niveaux. TruSight
Oncology 500 ctDNA v2 détecte de maniere reproductible
les SNV et les indels présents avec une FAV aussi basse
que 0,2 % ou 0,5 %, respectivement (figure 5 et figure 6).

Tt N'est pas proposé dans tous les pays. lllumina Connected
Insights prend en charge I'analyse tertiaire définie par
I'utilisateur par le biais d’appels d’APIl a des sources de
connaissances tierces.
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VNC

Les changements du nombre de copies dans des

types de génes et de tumeurs peuvent étre associés

a la tumorigenese?®. TruSight Oncology 500 ctDNA v2
comprend l'analyse de 59 genes associés a des VNC et
peut appeler les amplifications avec une limite de détection
a une modification de facteur 2 1,3% et < 0,6 pour les
suppressions (tableau 8).

Tableau 8 : Performance analytique de TruSight
Oncology 500 ctDNA v2 pour les VNC

Modification  Modification

Gene de facteur de facteur T,aux (.je
attendue observée detection
Amplifications
ERBBZ2 1,5 1,50 100 %
MET 1,5 1,55 100 %
MYC 1,5 1,27 100 %
ERBBZ2 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 %
MYC 1,2 S. 0. 0
Suppressions
BRCA1 0,85 0,86 16 %
BRCA2 0,85 S. 0. 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 %

Les échantillons comportant des modifications de facteur connues pour les
amplifications géniques, a l'aide de contrdles synthétiques et de lignées cellulaires
pour les suppressions, ont été évalués a I'aide de TruSight Oncology 500 ctDNA v2.
Les VNC ont été dilués a trois niveaux de FAV. LDD : modification de facteur = 1,3
pour I'amplification génique, < 0,6 pour les suppressions. Notez la forte corrélation
entre les modifications de facteur attendue et observée. Les données présentées
concernent le séquengage sur NovaSeq 6000 System; des performances
similaires ont été observées sur la série NovaSeq X.

8 | M-GL-02196 FRA v4.0

Réarrangement de genes

Les réarrangements de génes peuvent agir comme

des facteurs génomiques du cancer. Leur détection est
donc essentielle pour les études visant a comprendre
les fondements de la maladie. TruSight Oncology 500
ctDNA v2 détecte et caractérise les réarrangements de
génes indépendamment du partenaire, méme lorsqu'ils
sont présents a de faibles concentrations (tableau 9).

Tableau 9 : Performance analytique de TruSight
Oncology 500 ctDNA v2 pour les réarrangements
de génes

Fusion FAV FAV ' T'aux Qe
attendue observée détection
ALK:EML4 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:EML4 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 %

Les échantillons comportant trois fusions d’ADN connues diluées a des niveaux de
FAV allant de 0,2 % a 0,6 % ont été évalués avec TruSight Oncology 500 ctDNA v2.
LDD pour les réarrangements de genes = 0,5 %. L'évaluation basée sur le SNG a
I'aide de TruSight Oncology 500 ctDNA v2 analyse > 2 300 sites d’homopolymeres
de 6 pb a7 pb, ce qui permet de réduire les taux d’erreur et le taux de faux positifs
potentiels fréquemment détectés dans le séquengage des homopolyméres.

Les données présentées concernent le séquengage sur le NovaSeq 6000 System;
des performances similaires ont été observées sur la série NovaSeq X. FAV,
fréquence allélique du variant.

Destiné a la recherche uniquement. Ne pas utiliser a des fins de diagnostic.
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Figure 5 : Haute performance analytique pour les principaux SNV a la LDD (FAV de 0,2 %) : les échantillons de controles synthétiques
avec une FAV connue pour chaque variant mononucléotidique ont été dilués a des valeurs de FAV allant de 0,20 % a 0,50 % et analysés
a l'aide de TruSight Oncology 500 ctDNA v2. Les SNV présents a des niveaux aussi bas que 0,2 % étaient détectables. Les données

présentées concernent le séquengage sur le NovaSeq 6000 System; des performances similaires ont été observées sur la série
NovaSeq X.
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Figure 6 : Haute performance analytiqgue pour les indels a la LDD (FAV de 0,5 %) : les échantillons de controles synthétiques avec

une FAV connue pour chaque insertion ou suppression ont été dilués a des valeurs de FAV allant de 0,20 % a 0,50 % et analysés a l'aide
de TruSight Oncology 500 ctDNA v2.L.a détection de BRCAT était plus faible en raison du fait que le variant se trouve dans une région
fortement homopolymérique, ce qui a entrainé un niveau de bruit de fond élevé. Les données présentées concernent le séquengage
sur le NovaSeq 6000 System; des performances similaires ont été observées sur la série NovaSeq X.
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Signatures génétiques en 10 : IMS et CMT

La détection de I'IMS et de la CMT repose sur I'analyse

de plusieurs locus génomiques. L'évaluation basée sur le
SNG a l'aide de TruSight Oncology 500 ctDNA v2 analyse

> 2 300 sites d’homopolymeéres de 6 pb a 7 pb, ce qui
permet de réduire les taux d’erreur et le taux de faux positifs
potentiels fréequemment détectés dans le séquencgage des
homopolymeres?®. Doté d’une chimie de préparation de
librairies précise combinée a une bioinformatique avancée,
TruSight Oncology 500 ctDNA v2 permet une détection

de I'IMS jusqu'a 0,3 % de fraction tumorale (figure 7).

Obtenir une valeur de bTMB exacte et reproductible a

de faibles niveaux de mutation peut étre un défi avec

des panels plus petits’. TruSight Oncology 500 ctDNA v2
combine un contenu génomique complet avec un panel

de 1,94 Mb et des algorithmes informatiques sophistiqués
pour fournir des estimations de bTMB précises. Le pipeline
bioinformatique exclusif DRAGEN TruSight Oncology 500
ctDNA applique un filtrage avancé pour les variants
associés a I'hématopoiese clonale et les variants germinaux,
ce qui entraine des flux de travail « tumeur uniquement »
et « tumeur/normal » hautement concordants (R? = 0,992)
(figure 8)2°.

i 100 % 100 % 100 %
1,00 Taux d'occurrence Taux d’occurrence Taux d'occurrence
o
s}
13 o0
©
g 0757 oom”
<
s [ J
] @
9 ........
c -
g 050 ° coos '.o
S 000 006
= 00000 000
g 000000
o 00000
=
5 0257 o000
R}
-4
un résumé de la distance Jensen-Shannon > 0,08 correspond au statut IMS
0,00

0,3 % de fraction tumorale 0,5 % de fraction tumorale 1% de fraction tumorale

@ Lignée cellulaire L1 @Lignée cellulaire L2 @ Lignée cellulaire L3

Figure 7 : Performance sensible de I'IlMS pour la recherche
en 10 : fractions tumorales produites en titrant des lignées
cellulaires nucléosomiques préparées avec des scores d’'IMS
élevée précédemment connus titrés sur fond cellulaire de
type sauvage. La sensibilité analytique élevée de I'IMS est
obtenue grace au logiciel d’analyse exclusif DRAGEN TruSight
Oncology 500 ctDNA v2.1 Analysis Software. Plus de 2 300 sites
d’homopolymeres ont été évalués. Les données présentées
concernent le séquengage sur le NovaSeq 6000 System.

Des performances similaires ont été observées sur la série
NovaSeq X.
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Figure 8 : Forte corrélation des données de bTMB entre les
flux de travail d’analyse « tumeur uniquement » et « tumeur/
normal » : les scores de bTMB « tumeur uniquement » obtenus
avec TruSight Oncology 500 ctDNA v2 avec bioinformatique
avancée et un panel suffisamment grand pour détecter la
CMT (> 1 Mb) montrent une concordance élevée avec les
scores de bTMB obtenus a partir d’un flux de travail « tumeur/
normal » apparié a l'aide d’ADNa de plasma et de couche
leucoplaquettaire. Les données présentées concernent le
séquengage sur le NovaSeq 6000 System; des performances
similaires ont été observées sur la série NovaSeq X.

Destiné a la recherche uniquement. Ne pas utiliser a des fins de diagnostic.
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Amélioration des attributs
du produit

[llumina offre de hauts niveaux de service et d’assistance
pour garantir la réussite opérationnelle des laboratoires.
Pour une plus grande efficacité, TruSight Oncology 500
ctDNA v2 comprend :

« Notification de modification avancée : lllumina informe
les laboratoires six mois avant que des changements
significatifs ne soient apportés a TruSight Oncology 500
CctDNA.

« Certificat d’analyset : chaque produit TruSight
Oncology 500 ctDNA v2 est délivré avec un certificat
d’analyse (CdA) par le service d’assurance qualité
d’lllumina qui vérifie que le produit a satisfait aux
spécifications et a la qualité de libération prédéterminées
du produit.

« Durée de conservation prolongée : la durée de
conservation minimale garantie pour les réactifs TruSight
Oncology 500 ctDNA v2 est prolongée a six mois, ce
qui réduit le risque d'expiration du produit et permet aux
laboratoires d'utiliser les réactifs en fonction des besoins
actuels des tests.

« Expéditions en lots uniques : disponibles des maintenant
pour les trousses manuelles et a la seconde moitié de
2024 pour les trousses d’automatisation, les expéditions
en lots uniques réduisent la charge associée a la
validation des lots et aux tests de controle de la qualité
(CQ) entrants.

Solution intégrée permettant
le PGC a partir d’une biopsie
liquide

TruSight Oncology 500 ctDNA v2 est un test de recherche
multiplex basé sur le SNG qui analyse simultanément

des centaines de biomarqueurs liés au cancer a partir de
plasma, et ce, conformément aux recommandations et aux
recherches actuelles des essais cliniques. Ce test complet
détecte de nombreux types de variants dans le sang
provenant de 523 genes impliqués dans différents types
de tumeurs et évalue les biomarqueurs émergents et en |10
(bTMB, bMSI, NTRK et ROST), sans nécessiter les multiples
échantillons requis dans le cadre de tests itératifs.

I CdA disponible en 2024.

Destiné a la recherche uniquement. Ne pas utiliser a des fins de diagnostic.

Les améliorations apportées a la chimie et 'augmentation
de la compatibilité du systéme de séquengage ont permis
de réduire le temps de traitement global a trois a quatre
jours, de réduire I'exigence d’entrée a 20 ng d’ADNa et de
réduire la limite de détection a une FAV de 0,2 % (pour les
SNV). De plus, le flux de travail basé sur I'automatisation
réduit la durée de manipulation et la charge de travail pour
le personnel du laboratoire, créant ainsi un laboratoire
rationalisé pour une plus grande efficacité. Tirant profit
d’un contenu génomique étendu, d’'une technologie de
séquencgage de pointe et d’un logiciel amélioré, TruSight
Oncology 500 ctDNA v2 propose une solution intégrée qui
permet la réalisation de projets de recherche clinique basés
sur le PGC avec une complexité d'analyse et opérationnelle
minime.

En savoir plus
TruSight Oncology 500 ctDNA v2
Série NovaSeq X

NovaSeq 6000 System

NovaSeq 6000Dx Instrument
Analyse secondaire DRAGEN
[llumina Connected Analytics

[llumina Connected Insights

M-GL-02196 FRAv4.0 | 11
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Renseignements relatifs a la commande -
Trousses de préparation de librairies

Renseignements relatifs a la commande -
Trousses de préparation de librairies

(manuelle) (automatisée)
. N° de . N° de
Produit s Produit s
référence référence
TruSight Oncology 500 ctDNA v2 TruSight Oncology 500 ctDNA v2 for
(24 échantillons) 20105899 Automation (48 échantillons) 20105900
TruSight Oncology 500 ctDNA v2, Trusi
I ght Oncology 500 ctDNA v2
pour,utlllsa‘tlon avec NovaSeq 6000 S2 20105901 Automation Kit, pour utilisation avec 20105903
(24 échantillons) NovaSeq 6000 S2 (48 échantillons)
TruSight Oncology 500 ctDNA v2, )
pour utilisation avec NovaSeq 6000 S4 20105902 TruSight Oncology 500 CtDNA v2
(24 échantillons) Automation Kit, pour utilisation avec 20105904
NovaSeq 6000 S4 (48 échantillons)
TruSight Oncology 500 ctDNA
v2 (24 échantillons) et rapport 20105905 TruSight Oncology 500 ctDNA v2 for
d’interprétation Velsera Automation (48 échantillons) et rapport 20105906
d’interprétation Velsera
TruSight Oncology 500 ctDNA v2 et
rapport d'interprétation Velsera, pour 20105907 TruSight Oncology 500 ctDNA v2
utilisation avec NovaSeq 6000 S2 Automation Kit et rapport d'interprétation 20105909
(24 échantillons) Velsera, pour utilisation avec
NovaSeq 6000 S2 (48 échantillons)
TruSight Oncology 500 ctDNA v2 et
rapport d'interprétation Velsera, pour
utﬁization avecpNovaSeq 6000 Sz 20105908 TruSight Oncology 500 ctDNA v2
(24 échantillons) Automation Kit et rapport d'interprétation 20105910
Velsera, pour utilisation avec
TruSight Oncology 500 ctDNA NovaSeq 6000 S4 (48 échantillons)
v2 (24 échantillons) et rapport 2010591
d’interprétation Connected Insights TruSight Oncology 500 ctDNA v2 for
Automation (48 échantillons) et rapport 20105912
TruSight Oncology 500 ctDNA v2 et d’interprétation Connected Insights
rapport d'interprétation Connected 20105913
Insights, pour utilisation avec Trusi
. . ght Oncology 500 ctDNA v2
NovaSeq 6000 S2 (24 échantillons) Automation Kit et rapport d'interprétation
; Loh 20105915
. Connected Insights, pour utilisation avec
TruSight Oncology 500 ctDNA v2 et NovaSeq 6000 S2 (48 échantillons)
rapport d’interprétation Connected 20105914
Insights, pour utilisation avec )
NovaSeq 6000 S4 (24 échantillons) TruSight Oncology 500 ctDNA V2
Automation Kit et rapport d’interprétation 20105916
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Connected Insights, pour utilisation avec
NovaSeq 6000 S4 (48 échantillons)
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Renseignements relatifs a la commande -
Adaptateurs d’index

Renseignements relatifs a la commande -
Analyse

) N° de ) N° de
Produit " Produit "
référence référence
IDT for lllumina UMI DNA/RNA UD Indexes 20034701 Génération de rapports sur les variants au niveau
Set A, Ligation (96 index, 96 échantillons) local
IDT for Illlumina UMI DNA/RNA UD Indexes 20034702 lllumina DRAGEN Server v4 20051343
Set B, Ligation (96 index, 96 échantillons)
Ilumina DRAGEN Server Installation 20031995
IDT for Illumina UMI DNA/DNA Index
: 20066404
Anchors Set A for Automation [llumina DRAGEN Server v4 Support Plan 20085832
IDT for lllumina UMI DNA/DNA Index 20063213 Field Delivered Applications Training 15032919

Anchors Set B for Automation

Renseignements relatifs a la commande —
Reéactifs de séquengage

. N° de

Produit s
référence

NovaSeq 6000 S2 Reagent Kit v1.5 20028314

(300 cycles)

NovaSeq 6000 S4 Reagent Kit v1.5 20028312

(300 cycles)

NovaSeq"c X Series 1.5B Reagent Kit

(300 cycles) 20104705

NovaSeq X Series 10B Reagent Kit 20085594

(300 cycles)

Destiné a la recherche uniquement. Ne pas utiliser a des fins de diagnostic.

Génération de rapports sur les variants dans le nuage

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
Interprétation des variants

IIIumina C'onnected Insights — Annual 20090137
Subscription

[llumina Conne_ctgd Insights — Research - 20112516
Annual Subscription

[llumina Connected Insights — Oncology

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

Remote 20092376
Informatics Professional Services 20071787
Stockage infonuagique

[llumina Analytics - 1iCredit 20042038
[llumina Analytics Starter Pack —

1000 iCredits 20042039
Illumina Analytics = 5 000 iCredits 20042040
lllumina Analytics = 50 000 iCredits 20042041
Illumina Analytics =100 000 iCredits 20042042
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