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TruSight™
Oncology 500
ctDNA

Creacion de perfiles gendmicos
completos a partir de muestras
de biopsia liquida para
investigacion de tumores solidos

« Aproveche las muestras de sangre minimamente
invasivas como complemento a la biopsia de tejidos
0 como alternativa cuando los tejidos no estan
facilmente disponibles

» Analice biomarcadores de ADN en mas de 500 genes
y firmas de inmunooncologia, como TMB y MSI

« Consiga bajos limites de deteccidn con la preparacién
de librerias de captura hibrida basada en UMI (Unique
Molecular Identifiers) y la secuenciacion profunda en
NovaSeq™ 6000 System

« Pase del ADNec a la interpretacion de informes en
cinco dias con un proceso de DRAGEN™ exclusivo
y varias opciones para el andlisis terciario y la
generacion de informes

iHHlumina
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Introduccion

La biopsia liquida permite el andlisis completo del
ADN extracelular circulante (ADNec) en el plasma,
proporcionando una estrategia no invasiva para

la creacion de perfiles de tumores soélidos. A fin

de aprovechar las ventajas de la biopsia liquida,

es fundamental usar un ensayo analitico que sea muy
sensible y especifico y pueda detectar mutaciones
somaticas de baja frecuencia. TruSight Oncology
500 ctDNA aprovecha la potencia de la tecnologia

de secuenciacién de nueva generacion (NGS, Next-
Generation Sequencing) de lllumina, de eficacia
probada, para lograr esta alta sensibilidad analitica y
permite la creacion de perfiles genémicos completos
del ADN tumoral circulante (ADNtc) que se encuentra
en el ADNec (figura 1, tabla 1). La combinacion de esta
avanzada solucion de investigacion con la potencia
bioinformatica de DRAGEN TruSight Oncology

500 ctDNA Analysis Software proporciona a los
investigadores clinicos una solucién del ADN al informe
para evaluar varios tipos de variantes de cientos de
genes en un Unico ensayo (figura 2).

TruSight Oncology 500 ctDNA es compatible con los
reactivos de secuenciacion de NovaSeq 6000 v1.5.
Ademas de los aumentos en la eficiencia operativa
que dan como resultado reducciones potenciales
del precio por muestra superior al 35 %, estos
reactivos ofrecen una vida Util prolongada de seis
meses y mejores puntuaciones Q30.

El ADN de los tumores
circula por la sangre

Se extrae ADN extracelular
circulante del plasma

La potencia de la biopsia liquida

A diferencia de la biopsia de tejido, que proporciona
informacion de solo una parte del tumor, la biopsia
liquida proporciona informacion acerca de la
heterogeneidad intra e intertumoral en todo el
organismo. Los estudios demuestran que el andlisis
de ADNec detecta un numero significativo de
biomarcadores recomendados por las guias y
alteraciones de resistencia que no se encontraron en
biopsias de tejido compatibles.? Ademas, un estudio
sobre carcinomas broncopulmonares no microciticos
reveld que los andlisis de ADNec presentan una

concordancia alta con los analisis basados en tejidos.®

Bases para un contenido integral

El contenido de TruSight Oncology 500 ctDNA se
disefié con la colaboracion de autoridades reconocidas
en la comunidad oncolégica. Incluye biomarcadores
actuales y emergentes con una cobertura exhaustiva
de genes implicados en guias clave y ensayos clinicos
para varios tipos de tumores. El disefio de las sondas
del panel captura fusiones génicas tanto conocidas
como novedosas e incluye 523 genes para detectar
variantes con probabilidad de desempefiar una funcién
en la carcinogénesis. Los biomarcadores incluyen
variantes pequefas (SV, small variants), inserciones/
deleciones (indels), variantes en el nimero de copias
(CNV, copy-number variants), fusiones génicas y firmas
gendmicas complejas de inmunooncologia, como

la inestabilidad de microsatélites (MSI, microsatellite
instability) y la carga mutacional del tumor (TMB, Tumor
Mutational Burden) (tabla 2).

//) Para ver el contenido del panel, consulte TruSight
Oncology 500 ctDNA Gene List (Lista de genes
de ADNtc de TruSight Oncology 500.

Indel @
SNV

CNV
@ Fusion génica
= (®)
TMB

TruSight Oncology 500 ctDNA detecta
variantes somaticas de 523 genes
en ADN tumoral circulante

Figura 1: La biopsia liquida permite la creacién de perfiles de biomarcadores para varios tipos de variantes y tipos de cancer.
Los sofisticados algoritmos de llamada de variantes y la gran profundidad de secuenciacién permiten la deteccién de biomarcadores
clave en el ADNec con un limite de deteccién (LOD, Limit Of Detection) del 0,5 %.
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Tabla 1: Informacién béasica de TruSight Oncology 500

Tabla 2: Ejemplos de variantes detectadas con

CtDNA TruSight Oncology 500 ctDNA
Parametro TruSight Oncology 500 ctDNA Tipo de variante Ejemplos relevantes
Sistema NovaSeq 6000 System SNV e indels EGFR, POLE, TMPRSS2, BRAF
Tamafio del panel 1,94 Mb para ADN Fusiones génicas ALK, ROS1, NTRK, RET
523 genes CNV HER2

) 59 genes para CNV, ) MSI Puntuacion de MSI

Contenido del panel 23 genes para fusiones génicas
MSI (>2400 locus) TMB Puntuacién de TMB

T™MB

Cantidad necesaria
de aporte de ADN

30 ng de ADNec?

Tipo de muestra

ADNec obtenido de la sangre

Duracién total
del ensayo

5 dias desde la preparacion de librerias
hasta el informe de variantes

Duracién
del experimento
de secuenciacion

Experimento de 36 h, analisis de 10 h
(celda de flujo S2)
Experimento de 45 h, andlisis de 22 h
(celda de flujo S4)

Experimento
de secuenciacion

2 x 151 pb

Version del software

DRAGEN TruSight Oncology ctDNA v2.5

Productividad
de muestras

8 muestras por experimento
(celda de flujo S2)
24 muestras por experimento
(celda de flujo S4)
48 muestras por kit de preparacion
de librerias

VAF del 0,5 % en el caso
de las variantes pequefias
Multiplo del cambio 21,4 en el caso

Para obtener una lista completa de genes, visite illumina.com/products/by-type/
clinical-research-products/trusight-oncology-500-ctdna.html

Tecnologia de eficacia probada para
detectar biomarcadores de bajo nivel

Con el uso de la quimica de secuenciacién por
sintesis (SBS, Sequencing By Synthesis) de lllumina,
de eficacia probada, TruSight Oncology 500 ctDNA
permite la creacion de perfiles gendomicos completos
a partir de un aporte de tan solo 30 ng de ADNec,

lo que lo convierte en una alternativa ideal para su uso
cuando el tejido no esta facilmente disponible o como
complemento al andlisis de tejidos. La preparacion de
librerias aprovecha el enriquecimiento de objetivos,
usando sondas con biotina y bolas magnéticas
recubiertas con estreptavidina para enriquecer los

objetivos seleccionados de las librerias basadas en ADN.

El enriquecimiento selectivo por hibridacion-captura
usa sondas que son lo suficientemente grandes como

para conferir una alta especificidad de unién, pero que
aun permiten la hibridacion con objetivos que contienen
pequefias mutaciones. Este enfoque reduce la pérdida
de muestras en presencia tanto de variaciones alélicas
naturales como de artefactos de secuenciacion.

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

22 % de fracciéon tumoral para MSI|

295 % (con el LoD de todos
los tipos de variantes)

Sensibilidad
del anadlisis

Especificidad

del andlisis 295 %

a. Serecomienda la cuantificacion con los sistemas Agilent TapeStation o Fragment
Analyzer.

T Menos de 4 dias 1

Obtencién de informacion
detallada y generacién
de informes

> Preparacion de librerias >

Llamada de variantes >

v

DRAGEN TruSight Oncology 500
ctDNA Analysis Software en servidor
DRAGEN local o Connected Analytics

Muestra Secuenciacion >

y enriquecimiento

e

ADNec extraido
del plasma

TruSight Oncology 500
CctDNA kit

NovaSeq 6000 System? Multiples opciones comerciales:
linea de productos lllumina

Connected Insights,? Velsera CGW¢®

Figura 2: Flujo de trabajo del ensayo TruSight Oncology 500 ctDNA. El ensayo TruSight Oncology 500 ctDNA se integra en los flujos
de trabajo actuales del laboratorio, pasando del ADNec a un informe de variantes en cinco dias. a.NovaSeq 6000Dx System en modo
RUO no se ha probado ampliamente, pero se considera técnicamente compatible; requiere un servidor DRAGEN independiente si se
desea un andlisis secundario local. b. Disponible en algunos paises. La linea de productos lllumina Connected Insights es compatible
con analisis terciarios definidos por el usuario mediante llamadas APl a fuentes de conocimiento de terceros. c. Velsera se conocia
anteriormente como Pierian. Hay otras opciones comerciales disponibles.
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Dado que el ADNtc representa una pequefia fraccion
del ADNec, se requieren métodos potentes para
separar la sefial del ruido. La preparacion de librerias
incorpora identificadores moleculares Unicos (UMI)
que permiten la identificacion de variantes de frecuencia
ultrabaja.* Las librerias de TruSight Oncology 500
ctDNA se secuencian en NovaSeq 6000 System

a alta profundidad (400 millones de lecturas por
muestra a aproximadamente 35 000x) para aumentar
la sensibilidad. Como resultado, se pueden detectar
mutaciones a una frecuencia alélica de variantes
(VAF, Variant Allele Frequency) del 0,5 %, en el caso
de las variantes pequefias, con una sensibilidad
analitica del 95 % y una especificidad analitica de
mas del 99,995 % (tabla 3).

Tabla 3: Deteccién de variantes de bajo nivel de
gran precisién

) ) Sensibilidad  Especificidad
Tipo de variante delanalisiss  del analisis®
Variantes pequefas o 5
(VAF de 20,5 %) =95 7% 299,995 %
Amplificaciones génicas o o
(mltiplo de cambio =1,4) =95% =95%
Deleciones de genes 295 % 295 %

(multiplo de cambio <0,6)

Fusiones génicas (0,5 %) =95 % 295 %

Deteccion de MS| alta

(= al 2 % de fraccion tumoral) 295 % 295 %

a. Lasensibilidad del andlisis se define como el porcentaje de deteccion
en el nivel de variante indicado

b. Laespecificidad del anélisis se define como la capacidad de detectar
un negativo conocido

Analisis preciso y rapido

DRAGEN TruSight Oncology 500 ctDNA Analysis
Software usa algoritmos bioinformaticos rapidos y
totalmente integrados para garantizar un rendimiento
Optimo de los ensayos. El software realiza 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.

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. Todos los componentes
del proceso se encuentran dentro de la plataforma de
DRAGEN, para lograr mejoras adicionales de rendimiento
y eficiencia.

A diferencia de los resultados cualitativos de ensayos
basados en PCR, DRAGEN TruSight Oncology 500
ctDNA Analysis Software ofrece una puntuacién de
MSI cuantitativa obtenida de mas de 2400 centros
de marcadores de MSI de homopolimeros. En el caso
de los analisis de TMB, el software de DRAGEN
optimiza la sensibilidad mediante la medicion de SNV
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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 TMB se
mejora aun mas filtrando las variantes germinales,

las variantes de baja confianza y las variantes asociadas
a la hematopoyesis clonal de potencial indeterminado.

DRAGEN TruSight Oncology 500 ctDNA Analysis
Software se ejecuta localmente en lllumina DRAGEN
Server v3 o v4 o en la nube mediante lllumina
Connected Analytics (ICA). Esta plataforma de DRAGEN
ultrarrapida proporciona un hardware y un software
mejorados que reducen la duracion del analisis de
datos en aproximadamente el 85 % o de nueve dias

a aproximadamente 20 horas (figura 3). Gracias a la
compatibilidad con DRAGEN v3.10, los usuarios pueden
ejecutar ensayos TruSight Oncology ctDNA 'y TruSight
Oncology 500 en el mismo servidor DRAGEN local,

lo que proporciona una mayor flexibilidad. Connected
Analytics ofrece una plataforma gendmica segura,
optimizada y basada en la nube para ampliar el andlisis
secundario sin necesidad de adquirir y mantener

mas infraestructura local.® Para reducir alin mas los
puntos de contacto manuales, Connected Analytics
incluye capacidades de transmision de datos y de
autolanzamiento.

220 - Aprox. 9 dias Conversién de BCL
Alineacién/colapso/
200 - realineacion
180 - [l L'amada de
fusiones génicas
160 - . Llamada de variantes
< 10
S 120
IS
@ 100
= 80
60 -
40
20 Aprox. 20 h
0

Otra solucién  TruSight Oncology.
500 ctDNA DRAGEN

Software de analisis

Figura 3: Onsite DRAGEN Server v4 reduce el tiempo de analisis
de datos. TruSight Oncology 500 ctDNA DRAGEN Analysis
Software consolida varios pasos de andlisis de datos en un Unico
proceso que requiere aproximadamente 20 horas, una reduccion
de aproximadamente el 85 % en comparacion con una solucion
alternativa al andlisis secundario de DRAGEN. Comparacion

de los tiempos de andlisis del proceso de DRAGEN TruSight
Oncology 500 ctDNA v2.1 en DRAGEN Server v4 para

24 muestras usando una celda de flujo S4 con otra solucion

que usa el proceso de un Unico nodo (128 Gb de memoria,

CPU de 24 nucleos) y no paralelizado para 24 muestras usando
una celda de flujo S4.
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Para obtener mas informacion, consulte la nota

(7~ técnica Security, privacy, and compliance lor de dilucion:m 0,20 % ® 0,50 %

Va
with lllumina Connected Analytics 100
(Seguridad, privacidad y cumplimiento con 9%
[llumina Connected Analytics). 80 %
5 70%
La informacion sobre variantes y la generacion de 8 cou
informes estan disponibles mediante la integracion § 50 %
con lllumina Connected Insights y otros proveedores 2 .
comerciales, incluido Velsera Clinical Genomics g 0%
Workspace. Los archivos de llamada de variantes ©o30%
producidos localmente o a través de la nube con 20%
lllumina Connected Analytics se pueden introducir 10 %
automaticamente en lllumina Connected Insights. 0%
Cuando se combina con la integracion del sistema de 0'13“ s S \ oS’\
secuenciacion y las capacidades de autolanzamiento ¢ <& ,\/\ \’ @% «52“ %9
de Connected Analytics, el flujo de trabajo de anélisis é\vq" Qg

se puede automatizar completamente con Connected

Insights, eliminando la necesidad de transferencias de ALK EGFR KRAS
datos manuales, lo que da como resultado un informe Variante detectada

final personalizable.

Figura 4: Deteccion de variantes pequefias con una baja VAF.

Una amplia validacion proporciona Las muestras con una VAF conocida para cada variante se

resultados precisos y altamente diluyeron a valores de VAF en el intervalo del 0,10 % al 1,00 %.
. Se analizaron cinco duplicados de cada muestra con TruSight

reprodumbles Oncology 500 ctDNA usando un aporte de ADN comercial de

) ) control de referencia de 30 ng.
A fin de demostrar los resultados de alta calidad que

se logran con TruSight Oncology 500 ctDNA, Illumina
realizé varios estudios que evaluaban la capacidad

de llamada de SNV, CNV, fusiones génicas, TMB y MSI
(figuras 4 y 5, tablas 5 y 6).

A. Muestra B.
1 2 3 4 5 6 .
c
160 gzs
nee® g =
140 _59
S 120 Q5 20
5 35 | B
a 100 o =
1,5
: il 3 ==
5 % s2nt g3
) 2§ 0
G 60 ES
5 n:’_'-a
= o 05
Tete pea s °
20 -, =
2
ABCD ABCD ABCD ABCD ABCD ABCD 1 2 3 4 5 6
Operador Muestra

Operador °* A * B

Figura 5: Medicién reproducible de TMB y MSI. (A) Se evalud la TMB en seis muestras de plasma diferentes (1-6) gracias al trabajo de
cuatro operadores (A, B, C, D) por triplicado (puntos de color verde, azul y rojo). (B) Se evalud la MSI en tres lineas celulares preparadas
nucleosdémicamente con estado conocido de MS| elevada (muestras 1-3) y tres muestras de ADNec de tumores de baja prevalencia de
MSI elevada (muestras 4—6) gracias al trabajo de dos operadores diferentes (A: verde, B: azul).
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Tabla 5: Deteccion sensible de CNV

Tabla 6: Deteccidn de fusién génica con una VAF
baja

previsto

Amplificaciones

BRCAZ2 1,8 1,4 0,01 100 %
CCND3 1,5 1,3 0,01 100 %
FGF14 1,3 1,5 0,01 100 %
FGF3 1,6 1,4 0,01 100 %
FGF4 1.7 1,4 0,01 100 %
FGFR2 1,6 1,4 0,01 100 %
MET 1,5 1.3 0,01 100 %
MYC 1,9 1,7 0,02 100 %
Deleciones

BRCAT1 0,7 0,7 0 100 %
BRCA2 0,6 0,6 0,01 100 %

Las muestras con multiplos de cambio conocidos para amplificaciones y deleciones
de genes se evaluaron usando TruSight Oncology 500 ctDNA con 30 ng de aporte
de ADNec. Se analizaron cinco réplicas de cada muestra.

Fusion VAF VAF Desviacién  Tasa de
génica prevista  observada estandar deteccion
EGOTLZIM 41 % 41 % 0,5% 100 %
NPMT-ALK 34 % 0,6 % 01% 100 %
S 3,4% 0,8 % 0,2 % 100 %
NPMT-ALK 2,4 % 0,6 % 01% 100 %
EML4-ALK 17 % 0,5% 01% 100 %
CCDC6-RET 1,0 % 0,7 % 01% 100 %
g%i?iw 09 % 04% 02 % 100 %
EML4-ALK 0,7 % 0,2% 01% 100 %
EML4-ALK 0,5% 0,5% 0,3% 100 %
NPMT-ALK 0,5% 0,2% 0,0 % 100 %
NCOA4-RET 0,5% 0,2% 0,0% 100 %
CCDC6-RET 0,2% 01% 01% 100 %

Atributos del producto
mejorados

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

» Notificacién de cambios avanzada: lllumina notifica
a los laboratorios seis meses antes de que se realice
cualquier cambio significativo en un producto de
la gama de soluciones de TruSight Oncology 500.

o Certificado de andlisis: cada producto de la gama
de soluciones TruSight Oncology 500 cuenta con un
certificado de analisis (CoA, Certificate Of Analysis)
del departamento de garantia de calidad de Illlumina
que determina que el producto ha cumplido con
sus especificaciones y calidad de lanzamiento
del producto predeterminadas.
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Se evaluaron muestras con frecuencias alélicas de fusiones génicas conocidas
que oscilaban entre aproximadamente el 0,5 % y el 4 %. Se analizaron cinco
duplicados de cada muestra usando TruSight Oncology 500 ctDNA con un aporte
de ADNec de 30 ng. La direccionalidad de las fusiones génicas se basa en la
expresion conocida. Consulte la TruSight Oncology 500 ctDNA Local App User
Guide (Guia del usuario de TruSight Oncology 500 ctDNA Local App) para obtener
mas informacion sobre la direccionalidad de la fusion basada en el ADN.

o Mayor vida util: la vida Gtil minima garantizada de

los reactivos TruSight Oncology 500 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.
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Resumen

TruSight Oncology 500 ctDNA es un ensayo de
investigacion multiplexado basado en NGS que analiza
simultdaneamente cientos de biomarcadores del plasma
relacionados con el cancer. El contenido del ensayo

se ajusta a las guias actuales y a la investigacién

de las pruebas clinicas. El ensayo Unico y completo
puede detectar varios tipos de variantes a partir de
523 genes implicados en diversos tipos de tumores,
sin necesidad de utilizar varias muestras para repetir
las pruebas. Ademas, TruSight Oncology 500 ctDNA
permite evaluar biomarcadores de inmunooncologia

y de todos los canceres (TMB, MSI, NTRK, BRAF y
RET). Gracias al aprovechamiento del amplio contenido
gendémico, de la tecnologia de secuenciacion lider en el
sector y del software mejorado, TruSight Oncology 500
ctDNA proporciona una solucion integrada con la que
se aceleran los proyectos de investigacion clinica con

una complejidad operativa y de andlisis minima.

Informacion adicional
TruSight Oncology 500 ctDNA
NovaSeq 6000 System

Analisis secundario de DRAGEN
lllumina Connected Analytics

lllumina Connected Insights

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

Datos para realizar pedidos

N.° de
Producto catélogo
TruSight Oncology 500 ctDNA Kit (48 samples,
16 indexes) 20039252
TruSight Oncology 500 ctDNA Kit plus Pierian
Interpretation Report (48 samples, 16 indexes) 20043410
Kits de reactivos de secuenciacion
NovaSeq 6000 S2 Reagent Kit v1.5 (300 cycles) 20028314
NovaSeq 6000 S4 Reagent Kit v1.5 (300 cycles) 20028312
NovaSeq Xp 4-Lane Kit v1.5 20043131

Generacion de informes de variantes en las instalaciones

Illumina DRAGEN Server v4 20051343

[llumina DRAGEN Server Advance Exchange Plan 20032797

[llumina DRAGEN Server Installation 20031995
Llamada de variantes basada en la nube

Connected Analytics Basic Annual Subscription 20044874
Connected Analytics Professional Annual 20044876
Subscription

Connected Analytics Enterprise Annual

Subscription 20038994
Connected Analytics Enterprise Compliance

Add-on (applies to Basic only) 20066830
Connected Analytics Training and Onboarding 20049422
Connected Analytics Data Storage:

[lflumina Analytics, 1 credit 20042038
Connected Analytics Data Storage:

[llumina Analytics Starter Pack, 1000 credits 20042039
Connected Analytics Data Storage:

[llumina Analytics, 5000 credits 20042040
Connected Analytics Data Storage:

lllumina Analytics, 50,000 credits 20042041
Connected Analytics Data Storage: 20042042

Illumina Analytics, 100,000 credits
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Informacion para pedidos,
continuacion

N.° de

Producto .

catalogo
Informacion y generacién de informes
IIIuming Cpnnected Insights—Annual 20090137
Subscription
Ilumina Connept_ed Insights—Research— 20112516
Annual Subscription
[llumina Connected Insights—Oncology
Genome Equivalent Sample-VCF 20090138
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