SCHEDA TECNICA

TruSight™ Oncology
500 ctDNA v2

Mappatura genomica
completa, rapida e sensibile
da campioni di biopsia liquida

» Rilevamento di biomarcatori presenti a partire dallo 0,2%
di VAF da 20 ng di ctDNA

» Recupero di risultati completi in meno di quattro giorni
con opzioni manuali o automatizzate®

« Analisi di oltre 500 geni e firme genomiche di
immuno-oncologia (I0) (MSI, TMB) in un unico saggio

* Kit e metodi per una facile automazione disponibili nel 2024.

illumina
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CGP e biopsia liquida

La comprensione della base genomica del cancro

pud contribuire a individuare eventuali alterazioni

che stimolano la malattia e favorire progressi nella
medicina di precisione. Un metodo per affrontare tali
studi oncologici € la mappatura genomica completa
(CGP, comprehensive genomic profiling). La CGP e
un‘applicazione per la medicina di precisione che
sfrutta il sequenziamento di nuova generazione

(NGS, next-generation sequencing) per valutare
un‘ampia gamma di biomarcatori in un singolo saggio,
utilizzando meno campioni e restituendo i risultati

pill velocemente rispetto a molteplici strategie di test
iterativi."? Inoltre, i test CGP possono identificare varianti
clinicamente piu rilevanti rispetto agli approcci dei test
convenzionali, come i test a singolo gene e i pannelli
NGS hotspot.>® L'importanza di tale capacita di rilevare
piU varianti aumenta man mano che viene scoperto

un numero crescente di biomarcatori, comprese le
firme genomiche di immuno-oncologica (IO, immuno-
oncology) come il carico mutazionale del tumore (TMB,
tumor mutational burden) che richiedono pannelli NGS
di grandi dimensioni (oltre 1 Mb) per un'identificazione
accurata.”®

L'approccio standard per la CGP prevede ['uso di
campioni di tessuto tumorale solido, inclusi i campioni
fissati in formalina e inclusi in paraffina (FFPE, formalin-
fixed paraffin-embedded). In alcuni casi, tuttavia, una
quantita sufficiente di campione di tessuto potrebbe
non essere disponibile (cid pud verificarsi fino al 25% dei
casi), il tumore potrebbe essere inaccessibile o i risultati
della biopsia tissutale potrebbero arrivare troppo tardi.

I DNA dei tumori
circola nel sangue
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Il DNA libero da cellule viene
estratto dal plasma

In queste circostanze, I'esecuzione della CGP con DNA
tumorale circolante (ctDNA, circulating tumor DNA)

da una biopsia liquida pud fornire informazioni sul
panorama genomico del tumore. La biopsia liquida:

« fornisce un approccio non invasivo per ottenere DNA
libero da cellule (cfDNA, cell-free DNA), che include
ctDNA, dal plasma ematico per la mappatura del
tumore (Figura 1);

e consente l'accesso al DNA tumorale circolante
(ctDNA) che puo rappresentare i cloni di pili tumori
o persino dello stesso tumore,'® superando la
distorsione di campionamento intrinseca presente
nella biopsia del tumore ed espandendo la capacita
di identificare piu alterazioni;"°"

« & sempre piu inclusa nelle linee guida professionali
(piu di 12 malattie) come metodo per ottenere il
campione per la mappatura molecolare.*®

Per sfruttare la biopsia liquida € fondamentale utilizzare
un saggio analitico altamente sensibile e specifico in
grado di rilevare mutazioni somatiche presenti a basse
frequenze nel cfDNA. Il saggio TruSight Oncology 500
ctDNA originale” ha affrontato la sfida, sfruttando le
potenzialita della comprovata tecnologia NGS di lllumina
e assicurando I'elevata sensibilita analitica necessaria
per consentire la CGP. Sulla base di questo successo,
TruSight Oncology 500 ctDNA v2 offre miglioramenti
chimici e del flusso di lavoro che portano a una maggiore
sensibilita e velocita di risposta (Tabella 1, Tabella 2,
Tabella 3).
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TruSight Oncology 500 ctDNA v2
rileva le varianti somatiche da
5283 geni nel DNA tumorale circolante

Figura 1: la biopsia liquida consente un approccio non invasivo per la CGP. [l ctDNA, presente nel DNA libero da cellule nel plasma,
puo essere recuperato mediante un semplice prelievo di sangue analizzato con TruSight Oncology 500 ctDNA v2 per rilevare la presenza

di biomarcatori rilevanti per il cancro nelle linee guida chiave.
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| vantaggi del ctDNA per la CGP

| tumori rilasciano il DNA nel sangue periferico in caso di
apoptosi o necrosi, dove circola come frazione del DNA
libero da cellule (cfDNA) totale.” || ctDNA & stato rilevato
in tutti gli stadi di avanzamento del cancro e in diversi tipi
di tumore solido,'® inclusi i tumori polmonari, mammari,
colorettali e ovarici. Per alcune malattie, come il cancro
polmonare non a piccole cellule (NSCLC, non-small cell
lung cancer), I'aggiunta dell'analisi CGP dalla biopsia
liquida all'analisi tissutale puo aumentare del 15-48%

la possibilita di identificare mutazioni clinicamente
rilevanti."2'° Inoltre, studi sul cancro NSCLC hanno
rivelato che le analisi del cfDNA sono altamente
concordanti con le analisi basate sul tessuto.”

L'utilizzo di ctDNA per la CGP presenta diversi vantaggi:

« Accesso semplificato al campione mediante una
procedura di prelievo di sangue poco invasiva?°

« Recupero diinformazioni temporali e spaziali
sull'eterogeneita intra-tumorale e inter-tumorale?®

« Ripetizione dell'analisi per valutare la selezione
clonale

Tabella 1: progressi con TruSight Oncology ctDNA v2

Tabella 2: TruSight Oncology ctDNA v2 in sintesi

Parametro Specifica
NovaSeq 6000 System
Sistema NovaSeq 6000Dx Instrument

(RUO mode)?
NovaSeq X Sequencing System?

Processivita campioni

8,24 048

Dimensioni del kit
per la preparazione
delle librerie

24 campioni (manuali)
48 campioni (automatizzati)

Dimensioni dei batch
di sequenziamento

8, 24 0 48 campioni

Capacita di
automazione

Metodi qualificati Illumina disponibili
per Hamilton Microlab STAR?

Dimensione pannello

1,94 Mb DNA

Contenuto del pannello

523 geni per varianti piccole

59 geni per CNV

23 geni per riarrangiamenti genici
MSI (piu di 2.300 loci)

TMB (piu di 1 Mb)

Tipo di campione

cfDNA derivato dal plasma ematico

Requisito diinput
di DNA

20 ng di cfDNA (5-30 ng possibili)®

TruSight TruSight
Vantaggio Oncology 500 Oncology 500
ctDNA v2 ctDNA (originale)

Durata totale del saggio

Meno di quattro giorni dalla
preparazione della libreria al
report sulla variante

Combinazione

diriparazione

delle estremita
e tailing A

Separazione delle
fasi diriparazione
delle estremita
e di tailing A

Migliore sensibilita
del saggio

Interventi manuali

8-24 campioni (manuali):
circa 2,5 ore
48 campioni (automatizzati): TBD®

Durata della
preparazione
delle librerie

8-24 campioni (manuali):
meno di 8,5 ore
48 campioni (automatizzati): TBD®

Flusso di lavoro

pit semplice ed Indici basati su Indici basati su

Durata della corsa
di sequenziamento

8 campioni: 36 ore
(cella a flusso S2)

24 campioni: 44 ore
(1 x cella a flusso S4)
48 campioni: 44 ore
(2 x cella a flusso S4)

esperienza utente piastra/UMI provetta/UMI
migliorata

Flusso di lavoro Singola fase Due fasi
pit rapido e in diibridazione/ diibridazione
un solo giorno cattura e cattura
Maggiore 192 indici 16 indici
scalabilita

Lunghezza lettura corsa
di sequenziamento

2 x 151 bp

UMI = identificatore molecolare univoco.

Copertura del
sequenziamento

35.000x

&

Ulteriori informazioni sugli UMI

Solo a uso diricerca. Non usare in procedimenti diagnostici.

Durata analisi
delle varianti

8 campioni: 9-12 ore
24 campioni: 20-24 ore
48 campioni: TBD®

a. Disponibile nel 2024.

b. Siraccomanda la quantificazione con I'Agilent TapeStation System o il Fragment

Analyzer System.

c. TBD = da definire. Disponibile nel 2024.
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Tabella 3: prestazioni di TruSight Oncology ctDNA v2

Parametro Specifica

0,2% VAF per SNV

0,5% VAF per MNV e indel
0,5% VAF per riarrangiamenti
genici

Variazione =1,3 volte

per le amplificazioni geniche
Variazione <0,6 volte

per le delezioni geniche
20,3% della frazione

di tumore per MSI

Limite di rilevamento
(LOD, limit of detection)

290% (al LOD dello 0,2% VAF
per SNV)

295% (al LOD dello 0,2% VAF
per gli hotspot SNV)

295% (al LOD dello 0,5% VAF
per tutti gli altri tipi di varianti)

Sensibilita analitica
(al LOD)

Specificita analitica 299,999%

Contenuto esaustivo

Il contenuto di TruSight Oncology 500 ctDNA v2 ¢ stato
progettato con il contributo di autorita riconosciute nella
comunita oncologica e include biomarcatori attuali ed
emergenti con una copertura esaustiva dei geni coinvolti
nelle linee guida chiave e nei trial clinici per diversi tipi
di tumore. La sonda del pannello € stata ideata per
catturare i riarrangiamenti genici sia noti sia nuovi e
comprende 523 geni, cosi da rilevare le varianti che
potrebbero avere un ruolo nella tumorigenesi, oggi e in
futuro. | biomarcatori comprendono varianti a singolo
nucleotide (SNV, single-nucleotide variant), varianti
multinucleotidiche (MNV, multi-nucleotide variant),

r Meno di quattro giorni

Preparazione librerie

Campione > > Sequenziamento

e arricchimento

> Identificazione di varianti

inserzioni/delezioni (indel), varianti del numero di copie
(CNV, copy-number variant), riarrangiamenti genici

e firme genomiche |0 complesse, come l'instabilita
microsatellitare basata sul sangue (bMSI, blood-based
microsatellite instability) e il TMB basato sul sangue
(bTMB, blood-based TMB) (Tabella 4).

Per un elenco completo dei geni, visitare la
pagina del prodotto TruSight Oncology 500
CtDNA v2.

&

Tabella 4: esempi di tipi di variante rilevati da TruSight
Oncology 500 ctDNA v2

Tipo di variante Esempio

SNV e indel EGFR, POLE, TMPRSS2, BRAF

Riarrangiamenti genici ALK, ROS1, NTRK1, NTRK2, RET

CNV HER2
MSI Punteggio MSI
TMB Punteggio TMB

> Generazione informazioni
e report

il

NovaSeq 6000 System,
NovaSeq 6000Dx System?®
o NovaSeq X System®

cfDNA estratto
dal plasma

TruSight Oncology 500
ctDNA v2 Kit
(manuale o automatizzato)

—r

DRAGEN TruSight Oncology 500
ctDNA Analysis Software su server
DRAGEN locale o Connected Analytics

Pili opzioni commerciali:
linea di prodotti lllumina Connected
Insights,® Velsera CGW¢

Figura 2: flusso di lavoro di TruSight Oncology 500 ctDNA v2. TruSight Oncology 500 ctDNA v2 siintegra nei flussi di lavoro esistenti
del laboratorio, il che permette di ottenere un report sulle varianti partendo dal cfDNA in quattro giorni. DRAGEN TruSight Oncology 500
ctDNA Analysis Software viene eseguito in locale su un DRAGEN Server o su cloud tramite Illlumina Connected Analytics. a. NovaSeq
6000Dx in modalita RUO. b. Disponibile nel 2024. c. Disponibile in Paesi selezionati. La linea di prodotti lllumina Connected Insights
supporta l'analisi terziaria definita dall'utente grazie alle chiamate API a fonti di contenuti di terze parti. d. Velsera era precedentemente

noto con il nome di Pierian. Sono disponibili altre opzioni commerciali.
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TruSight Oncology 500 ctDNA v2

Meno di 4 giorni

Kit distribuito 17

5 giorni

Servizio centralizzato 122

7 giorni
Kit distribuito 2%

8 giorni

Figura 3: report pit veloci con TruSight Oncology 500 ctDNA v2. Confronto tra le tempistiche necessarie per recuperare report
dal campione nel caso di saggi CGP con biopsia liquida che includono i biomarcatori 10 di bMSI e bTMB.

Flusso di lavoro veloce
e integrato

TruSight Oncology 500 ctDNA v2 fa parte di un flusso di
lavoro CGP integrato che inizia con l'input del campione
e termina con il report finale (Figura 2). L'utilizzo di kit e
metodi automatizzati per la preparazione delle librerie,
di strumenti di identificazione di varianti e di software
diinterpretazione e creazione di report consente un
flusso di lavoro fluido che pud essere completato in
meno di quattro giorni, ovvero meno della meta del
tempo di altri saggi di biopsia liquida CGP (Figura 3).

Preparazione ottimizzata delle librerie

Utilizzando la comprovata chimica di sequenziamento
mediante sintesi (SBS, sequencing by synthesis) di
lllumina, TruSight Oncology 500 ctDNA v2 consente
direcuperare la mappatura genomica completa da

soli 20 ng di cfDNA, il che rende questa tecnica
un‘alternativa ideale da utilizzare quando il tessuto

non & immediatamente disponibile o in aggiunta
all'analisi del tessuto. Il ctDNA rappresenta una piccola
porzione del cfDNA (spesso meno del 5% sul totale),
che richiede metodi solidi per separare il segnale dal
rumore. Per consentire l'identificazione di varianti a
bassissima frequenza, la preparazione delle librerie
sfrutta I'arricchimento dei target con sonde biotinilate
e microsfere magnetiche rivestite con streptavidina per
arricchire i target selezionati da librerie basate sul DNA
e identificatori molecolari univoci (UMI)?* per ridurre

i tassi di errore (Figura 4). Grazie ai progressi compiuti
nella chimica dei prodotti, il numero di ibridazioni si

& ridotto da due a una in TruSight Oncology 500 ctDNA
v2, il che abbrevia il ciclo di preparazione delle librerie
a un giorno e abbatte le tempistiche per il recupero

dei risultati. Ha inoltre migliorato la sensibilita analitica
riducendola allo 0,2% VAF per le SNV. Questo approccio
mirato di ibridazione-cattura riduce i dropout del
campione in presenza sia di variazioni alleliche naturali
sia di artefatti di sequenziamento.

Solo a uso diricerca. Non usare in procedimenti diagnostici.

Flusso di lavoro compatibile con I'automazione

TruSight Oncology 500 ctDNA v2 offre opzioni manuali

e automatizzate” per supportare la preparazione
scalabile delle librerie. lllumina ha collaborato con
Hamilton, produttore leader di soluzioni per la
manipolazione di liquidi, al fine di produrre un flusso di
lavoro completamente automatizzato per i saggi TruSight
Oncology 500 ctDNA v2 su Hamilton Star. lllumina offrira
kit per la preparazione delle librerie che consentono

una facile automazione e riducono gli scarti di reagente,
garantendo una quantita sufficiente di reagenti per

la preparazione di 48 librerie e adattandosi al volume
morto richiesto per il robot. | flussi di lavoro automatizzati
raggiungono gli stessi risultati di alta qualita ottenibili
con protocolli manuali, riducendo gli interventi manuali;
questo permette ai laboratori di risparmiare sui costi

di manodopera e migliorare l'efficienza.?®

Sequenziamento efficace

Le librerie TruSight Oncology 500 ctDNA v2 sono
sequenziate sul NovaSeq 6000 Sequencing System,
sul NovaSeq 6000Dx Instrument (RUO mode) e sul
NovaSeq X Sequencing System™ ad alta profondita
(400 milioni di letture per campione a circa 35.000x)
per migliorare la sensibilita. Il risultato & la capacita di
rilevare mutazioni allo 0,2% di frequenza allelica delle
varianti (VAF, variant allele frequency) per le SNV, con
una sensibilita analitica pari o superiore al 90% e una
specificita analitica pari o superiore al 95% (Tabella 5).

* Metodo di automazione qualificato di lllumina disponibile
nel 2024.

T Sequenziamento sul NovaSeq 6000 Dx System e NovaSeq X
System disponibile nel 2024.

M-GL-02196 ITAv2.0 | 5
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Preparazione campioni ctDNA (diluizione)
|

( :) Riparazione estremita
Tailing A
®_A
A —@
Ligazione adattatori UMI (basati su piastra)
(:) Inserzione DNA /
T A A umi
—® TUumi \

Pulizia ligazione
Inserzione DNA

umi

UMIJ
N

Indicizzazione PCR

UM I —
I UM ——

N
N\

Ibridazione

Inserzione DNA o V4 /
N

T e

Cattura e lavaggio

Libreria arricchita
=

=

—

Amplificazione, pulizia e quantificazione libreria arricchita (PCR)

Normalizzazione basata su microsfere

Figura 4: preparazione delle librerie per ibridazione-

cattura basata su UMI. L'arricchimento mirato utilizza sonde
sufficientemente grandi da conferire un'elevata specificita di
legame, pur consentendo l'ibridazione di target contenenti
mutazioni. | reagenti UMI riducono i tassi di errore, aumentando
la specificita analitica e generando identificazioni di varianti
con maggiore affidabilita.?®
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Tabella 5: rilevamento accurato di biomarcatori
a basso livello

Ti S Sensibilita Specificita
[POIIREIEIIS analitica? analitica®
Varianti a nucleotide o o
piccole (20,2% VAF) =90% =99,9994%
Varianti multinucleotidiche o o
(20,5% VAF) =90% =95%
Inserzioni/delezioni >90% >95%
(20,5% VAF) U B
Amplificazioni geniche o o
(variazione 21,3 volte) 295% 295%
Delezioni geniche o o
(variazione <0,6 volte) =95% =95%
Riarrangiamenti genici 5 o
(20,5%) 295% 295%
Rilevamento elevato MSI

(= allo 0,3% della frazione >95% 295%

del tumore)

a. Lasensibilita analitica & definita come percentuale di rilevamento al livello di
variante dichiarato.
b. La specificita analitica & definita come la capacita di rilevare un negativo noto.

Analisi accurata e accelerata
Identificazione di varianti completa ed efficiente

La pipeline DRAGEN™ TruSight Oncology 500 ctDNA
Analysis utilizza algoritmi di bioinformatica accelerati
e completamente integrati per allineare la sequenza,
correggere gli errori comprimendo la sequenza e
identificare le varianti in base ai dati non elaborati.
Le letture duplicate e gli errori di sequenziamento
vengono rimossi senza perdere il segnale per le
varianti a bassa frequenza, il che produce risultati

di identificazione di varianti ad alta sensibilita.

A differenza dei risultati qualitativi dei saggi basati

su PCR, la pipeline DRAGEN TruSight Oncology 500
ctDNA Analysis fornisce un punteggio bMSI quantitativo
derivato da oltre 2.300 siti marker MSI omopolimerici.
Per I'analisi bTMB, la pipeline DRAGEN ottimizza la
sensibilita misurando indel e SNV sia non sinonimi

sia sinonimi. Dopo l'identificazione di varianti e la
correzione degli errori, l'accuratezza della misurazione
bTMB viene ulteriormente migliorata filtrando le
varianti della linea germinale, le varianti a bassa
affidabilita e le varianti associate all'emopoiesi clonale
a potenziale indeterminato.

Solo a uso diricerca. Non usare in procedimenti diagnostici.
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La pipeline DRAGEN TruSight Oncology 500 ctDNA
Analysis viene eseguita in locale su un lllumina
DRAGEN Server v4 oppure su cloud tramite lllumina
Connected Analytics (ICA). ICA offre una piattaforma
genomica sicura basata sul cloud per ampliare I'analisi
secondaria senza la necessita di acquisire e mantenere
l'infrastruttura locale.?” Hardware e software DRAGEN
migliorati riducono i tempi di analisi dei dati di circa
I'85% (Tabella 6).

Tabella 6: riduzione delle tempistiche di analisi dei
dati per 24 campioni utilizzando una cella a flusso S4

Pipeline DRAGEN

ZZ?Z:'[II e SquAz;one TruSight Oncology
500 ctDNA Analysis
Conversione BCL 6 ore 1ora

Allineamento +
raggruppamento + 170 ore 11 ore
riallineamento

Identificazione

riarrangiamenti 10 ore 2 ore
genici

Identificazione di

varianti 24 ore 8 ore
Durata totale Circa 9 giorni Circa 20 ore

(riduzione di circa 1'85%)

a. Nodo singolo (128 G di memoria, CPU a 24 core), pipeline senza
parallelizzazione.

Interpretazione ottimizzata dei dati

Dopo l'identificazione della classe delle varianti e del
tipo di biomarcatore tramite I'analisi secondaria, la fase
successiva consiste nell'interpretare i dati per estrarre il
significato biologicamente rilevante. E possibile utilizzare
lllumina Connected Insights*, Velsera Clinical Genomics
Workspace$ e app di terze parti.

I Non disponibile in tutti i Paesi. lllumina Connected Insights
supporta l'analisi terziaria definita dall'utente grazie alle
chiamate API a fonti di contenuti di terze parti.

§ Velsera era precedentemente noto con il nome di Pierian.

Solo a uso diricerca. Non usare in procedimenti diagnostici.

| file di identificazione di varianti prodotti localmente

o tramite il cloud con Illumina Connected Analytics
possono essere automaticamente inseriti in lllumina
Connected Insights. Se combinato con l'integrazione del
sistema di sequenziamento e con le funzionalita di avvio
automatico di Connected Analytics, il flusso di lavoro

di analisi puo essere completamente automatizzato

con Connected Insights, eliminando la necessita di
trasferimenti manuali dei dati e generando un report
finale personalizzabile.

Risultati affidabili e riproducibili

TruSight Oncology 500 ctDNA v2 fornisce un rilevamento
sensibile delle varianti genomiche e dei biomarcatori in
un campione di cfDNA, anche se presente a bassi livelli.
Per dimostrare I'elevata qualita dei risultati ottenuti con
TruSight Oncology 500 ctDNA v2, lllumina ha condotto
diversi studi per valutare la capacita di individuare
piccole varianti di DNA, CNV, riarrangiamenti genici,

TMB e MSI.

SNV e indel

Uno dei vantaggi della chimica di arricchimento

dei target € rappresentato dall'utilizzo di sonde
sufficientemente grandi da impartire un'elevata
specificita di legame, che consente anche l'ibridazione
di target contenenti piccole mutazioni. Poiché le SNV
sono state associate alla suscettibilita al cancro in vari
tipi di cancro, € fondamentale che qualsiasi metodo
CGP sia in grado di rilevare queste varianti a bassi
livelli. TruSight Oncology 500 ctDNA v2 rileva in modo
riproducibile SNV e indel presenti a livelli bassi fino
allo 0,2% o allo 0,5% VAF, rispettivamente (Figura 5

e Figura 6).

CNV

Le variazioni del numero di copie in diversi geni e tipi

di tumore sono state associate alla tumorigenesi.?’
TruSight Oncology 500 ctDNA v2 include I'analisi di 59
geni associati a CNV e puo identificare le amplificazioni
con un limite di rilevamento a un valore pari o superiore
a 1,3 volte per le amplificazioni e pari o inferiore a 0,6
per le delezioni (Tabella 7).
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NRAS KRAS AKT1 PIK3CA BRAF EGFR
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Figura 5: elevate prestazioni analitiche per SNV chiave al LOD (0,2% VAF). | campioni di controllo sintetico con VAF nota per ciascuna
variante di singolo nucleotide sono stati diluiti a valori compresi tra lo 0,20% e lo 0,50% VAF e analizzati utilizzando TruSight Oncology
500 ctDNA v2. Le SNV presenti a livelli bassi fino allo 0,2% sono risultate rilevabili.
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Figura 6: elevate prestazioni analitiche per indel al LOD (0,5% VAF). | campioni di controllo sintetico con VAF nota per ciascuna
inserzione o delezione sono stati diluiti a valori compresi tra 0,20% e 0,50% VAF e analizzati utilizzando TruSight Oncology 500 ctDNA v2.

Il rilevamento BRCAT era inferiore perché la variante si trovava in una regione altamente omopolimerica, con conseguente elevato livello
di rumore di fondo.
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Tabella 7: prestazioni analitiche di TruSight Oncology Riarrangiamenti genici

500 ctDNA v2 per CNV . . ) - )
| riarrangiamenti genici possono fungere da driver

Variazione Variazione Tasso di genomici per il cancro, il che rende essenziale la
prevista osservata rilevamento capacita di rilevarli per gli studi che si concentrano
sulla comprensione delle basi della malattia. TruSight

Oncology 500 ctDNA v2 rileva e caratterizza i

Gene

Amplificazioni

ERBB2 15 1,50 100% riarrangiamenti genici indipendentemente dal partner,
MET 1,5 1,55 100% anche se presenti a basse concentrazioni (Tabella 8).
Mve 13 127 100% Tabella 8: prestazioni analitiche di TruSight Oncology
ERBB2 1,4 1,73 100% 500 ctDNA v2 per riarrangiamenti genici
MET 1.4 1,46 100% ' VAF VAF Tasso di
Fusione . )

MYC 1,4 1,22 100% prevista ~ osservata rilevamento
ERBB2 1,3 1,35 100% ALK:EML4 0,60% 0,48% 100%
MET 1,3 1,38 100% GOPC;ROS1:CD74 0,60% 0,39% 100%
MYC 1,3 119 8% RET:NCOA4 0,60% 0,31% 100%
ERBB2 1,2 119 100% ALK:EML4 0,50% 0,43% 100%
MET 1,2 1,22 100% GOPC;ROS1:CD74 0,50% 0,33% 100%
MYC 1,2 N/A 0 RET:NCOA4 0,50% 0,27% 100%
Delezioni ALK:EEML4 0,40% 0,36% 100%
BRCAT 0,85 0,86 16% GOPC,;ROS1:CD74 0,40% 0,24% 100%
BRCA2 0,85 N/A 0 RET:NCOA4 0,40% 0,19% 100%
BRCAT 0,80 0,79 100% ALK:EEML4 0,20% 0,18% 88%
BRCA2 0,80 0,80 100% GOPC,;ROS1:CD74 0,20% 0.11% 100%
BRCAT 0,70 0,69 100% RET:NCOA4 0,20% 0,12% 83%

o | campioni con tre fusioni di DNA note diluite a livelli di VAF che vanno dallo 0,2%
BRCAZ 0,70 0,69 100% allo 0,6% sono stati valutati con TruSight Oncology 500 ctDNA v2. LOD per
| campioni con variazioni note per le amplificazioni geniche mediante controlli sintetici riarrangiamenti genici = 0,5%. La valutazione basata su NGS tramite TruSight
e linee cellulari per le delezioni sono stati valutati utilizzando TruSight Oncology Oncology 500 ctDNA v2 interroga oltre 2.300 siti di omopolimeri di dimensioni
500 ctDNA v2. Le CNV sono state diluite a tre livelli di VAF. LOD con variazione pari comprese tra 6 e 7 bp, il che aiuta a ridurre i tassi di errore e i potenziali falsi positivi
o superiore a 1,3 volte per le amplificazioni geniche e pari o inferiore a 0,6 per le comunemente riscontrati nel sequenziamento degli omopolimeri. VAF = frequenza
delezioni. Sinotila forte correlazione tra le variazioni previste e quelle osservate. allelica delle varianti.
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Firme del gene |I0: MSl e TMB

Il rilevamento di MSI e TMB si basa sull'analisi di piu loci
genomici. La valutazione basata su NGS con TruSight
Oncology 500 ctDNA v2 interroga oltre 2.300 siti di
omopolimeri di dimensioni comprese tra 6 e 7 bp, il che
aiuta a ridurre i tassi di errore e i potenziali falsi positivi
comunemente riscontrati nel sequenziamento degli
omopolimeri.?® Grazie alla chimica di preparazione delle
librerie sensibili combinata alla bioinformatica avanzata,
TruSight Oncology 500 ctDNA v2 fornisce il rilevamento
MSI ottenuto fino allo 0,3% della frazione tumorale
(Figura 7).

100% 100% 100%
1,00 Tasso di successo Tasso di successo Tasso di successo
[ ]
H o0
c -
5 078 oom.
ey
2 ()
0)
a
=
(7]
2
© 0,50
N
f=4
©
©
2
el
©
£
E 0,25
(7]
La somma della distanza Jensen-Shannon maggiore di 0,08 corrisponde allo stato MSI-H
0,00

Frazione di tumore Frazione di tumore Frazione di tumore
allo 0,3% allo 0,5% all'l%

@ Linea cellulare L1 @ Linea cellulare L2 @ Linea cellulare L3

Figura 7: prestazioni MSI sensibili per la ricerca 10. Frazioni
tumorali prodotte titolando le linee cellulari preparate
nucleosomali con punteggi MSI-H precedentemente noti titolati
in background cellulare wild-type. L'elevata sensibilita analitica
MSI si ottiene con il DRAGEN TruSight Oncology 500 ctDNA v2.1
Analysis Software proprietario. Sono stati valutati pit di 2.300 siti
di omopolimeri.

Il recupero di un valore bTMB preciso e riproducibile

a bassi livelli di mutazione puo essere difficile con
pannelli pit piccoli.” TruSight Oncology 500 ctDNA

v2 combina un contenuto genomico completo a un
pannello da 1,94 Mb e sofisticati algoritmi informatici
per fornire stime accurate di bTMB. La pipeline di
bioinformatica proprietaria DRAGEN TruSight Oncology
500 ctDNA applica un filtraggio avanzato per le varianti
di ematopoiesi sia della linea germinale sia clonale,

il che offre flussi di lavoro altamente concordanti solo
per il tumore e normali per il tumore (R? = 0,992)
(Figura 8).28
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Figura 8: elevata correlazione dei dati bTMB tra i flussi di
lavoro di analisi solo per il tumore e normali per il tumore.

| punteggi bTMB solo per il tumore prodotti con TruSight
Oncology 500 ctDNA v2 con bioinformatica avanzata e un
pannello sufficientemente grande da rilevare TMB (piu di 1 Mb)
mostrano un'elevata concordanza con i punteggi bTMB prodotti
da un flusso di lavoro normale del tumore accoppiato utilizzando
cfDNA di plasma e buffy coat.

Attributi del prodotto migliorati

lllumina offre livelli elevati di assistenza e supporto
per garantire il corretto funzionamento del laboratorio.
Per consentire una maggiore efficienza, TruSight
Oncology 500 ctDNA v2 offre le seguenti funzionalita.

« Notifica avanzata delle modifiche: lllumina informa
i laboratori sei mesi prima che vengano apportate
modifiche significative a TruSight Oncology 500
CtDNA.

« Certificato di analisi®: ogni TruSight Oncology 500
ctDNA v2 viene rilasciato con un certificato di analisi
(CoA, certificate of analysis) dal reparto Quality
Assurance di lllumina che accerta che il prodotto ha
soddisfatto le specifiche e la qualita predeterminate
per il rilascio del prodotto.

« Maggiore durata di conservazione: la durata di
conservazione minima garantita per i reagenti
TruSight Oncology 500 ctDNA v2 viene estesa a sei
mesi, il che riduce il rischio che il prodotto scada e
permette ai laboratori di utilizzare i reagenti in base
alle reali esigenze di analisi.

9 CoA disponibile nel 2024.
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Soluzione integrata che consente
la CGP dalla biopsia liquida

TruSight Oncology 500 ctDNA v2 & un saggio diricerca
multiplex basato su NGS che analizza simultaneamente
centinaia di biomarcatori correlati al cancro in linea

con le linee guida attuali e la ricerca dai trial clinici

dai campioni di plasma. Il saggio completo rileva piu
tipi di varianti nel sangue da 523 geni implicati in vari
tipi di tumore e valuta biomarcatori emergenti e 10
(bTMB, bMSI, NTRK e ROST), senza richiedere piu
campioni per I'analisi iterativa.

I miglioramenti chimici hanno ridotto il tempo di

risposta complessivo a meno di 4 giorni, hanno diminuito
il requisito di input a 20 ng di cfDNA e abbassato il limite
di rilevamento allo 0,2% VAF (per SNV). Inoltre, il flusso
di lavoro compatibile con I'automazione™ riduce gli
interventi manuali e diminuisce il carico per il personale
di laboratorio, ottimizzando cosi le procedure di
laboratorio per una maggiore efficienza. Grazie all'ampio
contenuto genomico, alla tecnologia di sequenziamento
leader del settore e al software avanzato, TruSight
Oncology 500 ctDNA v2 offre una soluzione integrata
che consente progetti di ricerca clinica basati sulla CGP
con una complessita operativa e di analisi minima.

Maggiori informazioni

TruSight Oncology 500 ctDNA v2
NovaSeq 6000 System

Analisi secondaria DRAGEN
lllumina Connected Analytics

lllumina Connected Insights

**Flusso di lavoro compatibile con I'automazione disponibile nel
2024.

Solo a uso diricerca. Non usare in procedimenti diagnostici.

Informazioni per gli ordini: kit di preparazione

della libreria (manuali)

Prodotto N. di catalogo

TruSight Oncology 500 ctDNA v2 20105899

(24 samples)

TruSight Oncology 500 ctDNA v2 for

use with NovaSeq 6000 S2 (24 samples) 20105901

TruSight Oncology 500 ctDNA v2 for

use with NovaSeq 6000 S4 (24 samples) 20105902

TruSight Oncology 500 ctDNA v2

(24 samples) plus Velsera Interpretation 20105905

Report

TruSight Oncology 500 ctDNA v2 plus

Velsera Interpretation Report, for use 20105907

with NovaSeq 6000 S2 (24 samples)

TruSight Oncology 500 ctDNA v2 plus

Velsera Interpretation Report, for use 20105908

with NovaSeq 6000 S4 (24 samples)

TruSight Oncology 500 ctDNA v2 ) L

(24 samples) plus Connected Insights Disponibile
- a breve

Interpretation Report

TruSight Oncology 500 ctDNA v2 plus

Connected Insights Interpretation Report, Disponibile

for use with NovaSeq 6000 S2 a breve

(24 samples)

TruSight Oncology 500 ctDNA v2 plus

Connected Insights Interpretation Report, Disponibile

for use with NovaSeq 6000 S4 a breve

(24 samples)

M-GL-02196 ITAv2.0 | 11


https://www.illumina.com/products/by-type/clinical-research-products/trusight-oncology-500-ctdna.html
https://www.illumina.com/systems/sequencing-platforms/novaseq.html
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Informazioni per gli ordini: kit di preparazione

della libreria (automatizzati)

Prodotto

N. di catalogo

TruSight Oncology 500 ctDNA v2
for Automation (48 samples)

20105900

TruSight Oncology 500 ctDNA v2
Automation Kit, for use with NovaSeq
6000 S2 (48 samples)

20105903

TruSight Oncology 500 ctDNA v2
Automation Kit, for use with
NovaSeq 6000 S4 (48 samples)

20105904

Informazioni per gli ordini: adattatori indice

Prodotto N. di catalogo
Set Ay Lgatlon (96 Inderes, 96 Samples) 2003470
Set B, Ligation (96 Indexcs, 96 Samples) 20034702
Anchors Set A for Automation 20066404
IDT for lllumina UMI DNA/DNA Index 0063213

Anchors Set B for Automation

TruSight Oncology 500 ctDNA v2 for
Automation (48 samples) plus
Velsera Interpretation Report

20105906

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

20105909

Informazioni per gli ordini: reagenti per

il sequenziamento

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

20105910

Prodotto N. di catalogo
NovaSeq 6000 S2 Reagent Kit v1.5

(300 cycles) 20028314
NovaSeq 6000 S4 Reagent Kit v1.5 20028312

(300 cycles)

TruSight Oncology 500 ctDNA v2
for Automation (48 samples) plus
Connected Insights Interpretation Report

Disponibile
a breve

TruSight Oncology 500 ctDNA v2
Automation Kit plus Connected Insights
Interpretation Report, for use with
NovaSeq 6000 S2 (48 samples)

Disponibile
a breve

TruSight Oncology 500 ctDNA v2
Automation Kit plus Connected Insights
Interpretation Report, for use with
NovaSeq 6000 S4 (48 samples)

Disponibile
a breve

12 | M-GL-02196 ITA v2.0
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Informazioni per gli ordini: analisi

Prodotto N. di catalogo

Creazione di report in locale per le varianti

lllumina DRAGEN Server v4 20051343
lllumina DRAGEN Server Installation 20031995
[lumina DRAGEN Server v4 Support Plan 20085832
Field Delivered Applications Training 15032919
Creazione direport su cloud per le varianti

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
Interpretazione delle varianti

glﬁlrowwsigrzaipcti%r;nected Insights - Annual 20090137
e Someciss nsontsReseareh - a0z
e e o 20os01as
I_Ilgginngtgonnected Insights Training 20092376
Informatics Professional Services 20071787
Archiviazione su cloud

[llumina Analytics - 1iCredit 20042038
:gurgg?tas Analytics Starter Package - 1,000 20042039
lllumina Analytics - 5,000 iCredits 20042040
lllumina Analytics - 50,000 iCredits 20042041
lllumina Analytics - 100,000 iCredits 20042042

Solo a uso diricerca. Non usare in procedimenti diagnostici.
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