HOJA DE INFORMACION DEL PRODUCTO
ONCOLOGIA

TruSight Oncology
Comprehensive
(EU)

Una solucion en kit para

DIV con la certificacion CE
para la creacion de perfiles
gendmicos completos (CGP)

« Detecte biomarcadores clinicamente Utiles en mas de
28 tipos de tumores sdélidos usando una biopsia minima
del paciente.

« EvalUe simultdneamente los biomarcadores actuales y
emergentes procedentes de gufas de practica clinica,
fichas técnicas de medicamentos y ensayos clinicos.

« Proporcione un informe facil de leer y clinicamente
relevante que pueda ayudar a tomar decisiones
de tratamiento en 4-5 dias.

« Conviértase en un proveedor de medicina de precisién
ofreciendo las pruebas de CGP en su institucion.

illumina

Para uso diagndstico in vitro. No disponible en todos los paises ni regiones.
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TRUSIGHT ONCOLOGY COMPREHENSIVE (EU)

La revolucién del diagnostico
del cancer

La creacion de perfiles gendmicos completos (CGP,
comprehensive genomic profiling) esta cambiando el
panorama del diagnostico del cancer. Dado el aumento del
numero de biomarcadores de utilidad clinica, tratamientos
aprobados y ensayos de investigacion, las pruebas de un
solo biomarcador y los paneles de puntos de mayor riesgo
oncoldgico selectivos no logran seguir el ritmo, lo que
aumenta las posibilidades de perder informacién esencial.
Ademas, estos métodos no detectan determinadas firmas
de respuesta a la inmunoterapia actuales o emergentes,
tales como la carga mutacional del tumor (TMB, Tumor
Mutational Burden). Una opcién para hacer frente a los
retos de una lista cada vez mayor de posibles tratamientos
y biomarcadores es la CGP basada en la secuenciacion
de nueva generacion (NGS, next-generation sequencing).
En una sola prueba, la CGP proporciona una vision
completa de la genética de un tumor, capturando
informacién sobre cientos de biomarcadores, e informa
sobre los resultados clinicamente Utiles que pueden
conducir a regimenes terapéuticos con compatibilidad
molecular y mejores resultados para los pacientes.®

El hecho de ofrecer una prueba de CGP en el centro
proporciona numerosos beneficios, incluida la capacidad
de mantener el control sobre la biopsia y los datos

del paciente, dandole més poder como proveedor de
medicina de precision y aumentando su participacion en
el cuidado del paciente. Dicho esto, la CGP puede ser una
labor compleja cuando se implementa como una prueba
desarrollada en laboratorio (LDT, laboratory-developed
test).

TruSight Oncology Comprehensive (EU) (TSO
Comprehensive (EU)) facilita esta ardua tarea.

Como solucién en kit para DIV validada con la certificacién
CE, TSO Comprehensive (EU) proporciona un flujo de
trabajo de CGP optimizado que comienza con ADN o ARN
y termina con resultados clinicamente Utiles. Todos los
reactivos y los procesos de llamadas de variantes estan
ampliamente validados por Illumina, lo que minimiza el
tiempo y el esfuerzo de verificar una nueva solucion y
simplifica el proceso de implantacion.

Sobre TSO Comprehensive (EU)

TSO Comprehensive (EU) es la primera prueba de CGP

en kit, para diagndstico in vitro (DIV), disponible en el
mercado que tiene contenido tanto de ADN como de ARN.
La solucion basada en la NGS analiza simultédneamente
517 genes asociados al cancer con relevancia clinica
conocida en un flujo de trabajo integrado (figura 1,

tablas 1-4). La prueba incluye reactivos en kit para la
preparacion de librerfas y la secuenciacion, asi como
procesos de software automatizados que identifican las
variantes, interpretan los resultados y elaboran informes
clinicamente Utiles. La secuenciacion se realiza en
NextSeq"” 550Dx System para DIV, que cuenta con la
certificacién CE. Gracias a esta solucién, los laboratorios
pueden proporcionar pruebas de CGP que arrojen
informacioén actualizada y fiable sobre los biomarcadores
relevantes, tal y como se indica en la bibliografia principal,
las guias, las fichas técnicas de los medicamentos y

los ensayos clinicos, en menos tiempo y usando menos
muestras de biopsia que los métodos iterativos actuales.

Secuenciacion y analisis de datos completamente automatizados

@O m B

Extraccion de
ADN y ARN

Informe clinico de DIV
facil de leer

Secuenciacion
para informe clinico

Obtencion
de la muestra

Preparacion
de librerias

Flujo de trabajo completamente automatizado integrado en el instrumento

> Llamada de bases

Secuenciacién > Llamada de variantes > Interpretacion > Informe final

y control de la calidad

Figura 1: Flujo de trabajo de TSO Comprehensive. Lotes de hasta siete muestras de pacientes y dos muestras de control por
experimento usando TSO Comprehensive (EU). Las etapas de preparacion y enriquecimiento de la librerfa duran 2 dias. El flujo de
trabajo totalmente automatizado en NextSeq 550Dx System secuencia las muestras; realiza la llamada de bases y el control de la
calidad, la llamada de variantes y la interpretacion; y genera un informe clinico. Todo el flujo de trabajo se completa en 4-5 dias.
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TRUSIGHT ONCOLOGY COMPREHENSIVE (EU)

Tabla 1: Resumen de TSO Comprehensive (EU)

Caracteristica

Descripcién?

Sistema de
secuenciacion

NextSeq 550Dx System

Productividad
de muestras
del paciente

hasta 7 muestras del paciente y

2 muestras de control (1 positivo
y 1NTC (no template control)) por
experimento de secuenciacién

Contenido del panel

» 517 genes para variantes pequefas

» 23 genes para fusiones

» 2 genes para variantes alternativas
de corte y empalme (MET, EGFR)

« 2 genes para amplificaciones
(ERBB2, MET)

*« TMBy MSI

Tipos de variantes
detectadas

« Variantes de ADN SNV, MNV,
inserciones, deleciones,
amplificaciones génicas

« Variantes de ARN: fusiones,
variantes alternativas de corte
y empalme

« Firmas gendmicas complejas:
TMB y MSI

Tamanfo de panel

1,94 Mb de ADN, 358 kb de ARN

Cantidad necesaria
de aporte de ADN

40 ng de ADN gendmico

Cantidad necesaria
de aporte de ARN

40 ng de ARN total

Cantidad necesaria
de entrada de
muestra FFPE

Volumen de tejido recomendado:
=1 mm? de tejido

Se requiere un contenido tumoral
minimo del 20 % (por area) para
detectar mutaciones iniciadoras
somaticas y, como minimo, un 30 %
de contenido tumoral para detectar
una MSl alta

N.° de portaobjetos
de biopsia

Se recomienda un minimo de 5
(secciones de 10 pM, 20 mm?
de area de tejido cada una)

Duracion total
del ensayo

4-5 dias desde el acido nucleico
hasta el informe clinico

Limite de deteccién

Véase el Apéndice

Falsos positivos
por tipo de variante
de ADN

Amplificaciones génicas, 0 %
Variantes de ADN pequefias, 0,0001 %
MSI, 0 %

TMB, N/P

Falsos positivos
por tipo de variante
de ARN

Fusiones de ARN, 0 %
Variantes alternativas de corte
y empalme de ARN, 0 %

a. NTC, control sin cadena molde; N/P, no procede.

Para uso diagndstico in vitro. No disponible en todos los paises ni regiones.

Creacion de perfiles de biomarcadores
completos

Las pruebas de un solo gen y los paneles de puntos de
mayor riesgo oncoldgico selectivos estan limitados en el
numero de objetivos que analizan y el tipo de variantes
que pueden detectar. La CGP con TSO Comprehensive
(EV) supera estas limitaciones de contenido y analiza
simultaneamente 517 genes con asociaciones conocidas
con el cancer a través de mas de 28 tipos de tumores
solidos en un solo ensayo (tablas 2-4). La prueba

realiza llamadas de multiples tipos de variantes de ADN

y ARN, incluidas variantes de nucledtido Unico (SNV,
single nucleotide variants), variantes de nucledtido
multiple (MNV, multiple nucleotide variants), inserciones/
deleciones (indels), amplificaciones génicas, fusiones

y variantes alternativas de corte y empalme (figura 2).
Ademas, la prueba detecta biomarcadores de
inmunoterapia emergentes (es decir, TMB’ e inestabilidad de
microsatélites (MSI, MicroSatellite Instability)®°). El contenido
proporciona una cobertura significativa de las guias clave
para multiples tipos de tumores y genes relacionados
con los ensayos clinicos (figura 3, tabla 5). La naturaleza
inclusiva de TSO Comprehensive (EU) maximiza las
posibilidades de encontrar un biomarcador positivo.

ADN ARN
fndel @ @ .Y Fusion
Amplificaciéon @
@ MSI
CMT @

Figura 2: tipos de variantes y firmas gendmicas detectadas
por TSO Comprehensive (EU)

Variante
alternativa
de corte
y empalme

Indicaciones de pruebas diagndsticas
acompafantes

lllumina ha establecido multiples asociaciones con varias
empresas farmacéuticas para desarrollar una creciente
variedad de indicaciones de pruebas diagndsticas
acompafiantes (CDx). Esta informacién ayudara a
identificar a los pacientes que probablemente respondan
a tratamientos especificos. TSO Comprehensive (EU)
estd actualmente indicado como una prueba de CDx para
identificar pacientes con cancer con tumores soélidos que
son positivos para fusiones génicas de NTRK1, NTRK2 o
NTRK3 para el tratamiento con VITRAKVI® (larotrectinib)
segun la ficha técnica terapéutica aprobada."

Se incluiran indicaciones de CDx adicionales, actualmente
en desarrollo, una vez que reciban las aprobaciones
normativas adecuadas (tabla 6).
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Tabla 2: Contenido de ADN incluido en TSO Comprehensive (EU)

ABL1 BRCA2 CTNNBT1 EWSR1 GATA1 IDH2 MAP3K13 NOTCH3 PNRC1 RPS6KA4 STK40
ABL2 BRD4 CUL3 EZH2 GATA2 IFNGR1 MAP3K14 NOTCH4 POLD1 RPS6KBT SUFU
ACVRI1 BRIP1 CUX1 FAM123B GATA3 IGF1 MAP3K4 NPM1 POLE RPS6KB2 SuUz12
ACVRI1B BTG1 CXCR4 FAM175A GATA4 IGF1R MAPK1 NRAS PPARG RPTOR SYK
AKT1 BTK CYLD FAMA46C GATA6 IGF2 MAPK3 NRG1 PPM1D RUNX1 TAF1
AKT2 C11orf30 DAXX FANCA GENT IKBKE MAX NSD1 PPP2R1A RUNXTTT TBX3
AKT3 CALR DCUNI1D1 FANCC GID4 IKZF1 MCL1 NTRK1 PPP2R2A RYBP TCEB1
ALK CARDT1 DDR2 FANCD2 GLI1 IL10 MDC1 NTRK2 PPP6C SDHA TCF3
ALOX12B CASP8 DDX41 FANCE GNATT IL7R MDM2 NTRK3 PRDMT1 SDHAF2 TCF7L2
ANKRD11 CBFB DHX15 FANCF GNA13 INHA MDM4 NUP93 PREX2 SDHB TERC
ANKRD26 CBL DICER1 FANCG GNAQ INHBA MED12 NUTM1 PRKARITA SDHC TERT
APC CCND1 DIS3 FANCI GNAS INPP4A MEF2B PAK1 PRKCI SDHD TET1
AR CCND2 DNAJB1 FANCL GPR124 INPP4B MENT1 PAK3 PRKDC SETBP1 TET2
ARAF CCND3 DNMT1 FAS GPS2 INSR MET PAK7 PRSS8 SETD2 TFE3
ARFRP1 CCNE1 DNMT3A FAT1 GREM1 IRF2 MGA PALB2 PTCH1 SF3B1 TFRC
ARID1A CD274 DNMT3B FBXW7 GRIN2A IRF4 MITF PARK2 PTEN SH2B3 TGFBR1
ARID1B CD276 DOTIL FGF1 GRM3 IRS1 MLH1 PARP1 PTPNT1 SH2D1A TGFBR2
ARID2 CD74 E2F3 FGF10 GSK3B IRS2 MLL/KMT2A PAX3 PTPRD SHQ1 TMEM127
ARID5B CD79A EED FGF14 H3F3A JAK1 MLLT3 PAXS PTPRS SLIT2 TMPRSS2
ASXL1 CD79B EGFL7 FGF19 H3F3B JAK2 MPL PAX7 PTPRT SLX4 TNFAIP3
ASXL2 CDC73 EGFR FGF2 H3F3C JAK3 MRETIA PAX8 QKI SMAD2 TNFRSF14
ATM CDH1 EIFTAX FGF23 HGF JUN MSH2 PBRM1 RAB35 SMAD3 TOP1
ATR CDK12 EIF4A2 FGF3 HISTIH1C KATGA MSH3 PDCD1 RAC1T SMAD4 TOP2A
ATRX CDK4 EIF4E FGF4 HIST1H2BD KDM5A MSHE PDCDILG2 RAD21 SMARCA4 TP53
AURKA CDK6 EML4 FGF5 HISTTH3A KDM5C MST1 PDGFRA RADS50 SMARCB1 TP63
AURKB CDK8 EP300 FGF6 HISTTH3B KDMEA MSTIR PDGFRB RADS51T SMARCD1 TRAF2
AXINT CDKNTA EPCAM FGF7 HISTIH3C KDR MTOR PDK1 RADS51B SMCIA TRAF7
AXINZ CDKN1B EPHA3 FGF8 HIST1H3D KEAP1 MUTYH PDPK1 RADS51C SMC3 TSC1
AXL CDKN2A EPHAS5 FGF9 HISTIH3E KEL MYB PGR RADS51D SMO TSC2
B2M CDKN2B EPHA7 FGFR1 HISTTH3F KIF5B MYC PHF6 RADS52 SNCAIP TSHR
BAP1 CDKN2C EPHB1 FGFR2 HISTIH3G KIT MYCL1T PHOX2B RAD54L SOCSs1 U2AF1
BARD1 CEBPA ERBB2 FGFR3 HISTIH3H KLF4 MYCN PIK3C2B RAF1 SOX10 VEGFA
BBC3 CENPA ERBB3 FGFR4 HISTTH3I KLHLE MYD88 PIK3C2G RANBP2 SOX17 VHL
BCL10 CHD2 ERBB4 FH HIST1H3J KRAS MYOD1 PIK3C3 RARA SOX2 VTCN1
BCLZ2 CHD4 ERCC1 FLCN HIST2H3A LAMP1 NAB2 PIK3CA RASA1 SOX9 WISP3
BCL2L1 CHEK1 ERCC2 FLIT HIST2H3C LATS1 NBN PIK3CB RB1 SPEN WT1
BCL2LT1 CHEK2 ERCC3 FLT1 HIST2H3D LATS2 NCOA3 PIK3CD RBM10 SPOP XIAP
BCL2L2 cic ERCC4 FLT3 HIST3H3 LMOT1 NCOR1 PIK3CG RECQL4 SPTAT XPO1
BCL6 CREBBP ERCCS FLT4 HNF1A LRP1B NEGR1 PIK3R1 REL SRC XRCC2
BCOR CRKL ERG FOXA1 HNRNPK LYN NF1 PIK3R2 RET SRSF2 YAP1
BCORL1 CRLF2 ERRFIT FOXL2 HOXB13 LZTR1 NF2 PIK3R3 RFWD2 STAGT YES1
BCR CSFIR ESR1 FOXO1 HRAS MAGI2 NFE2L2 PIM1 RHEB STAG2 ZBTB2
BIRC3 CSF3R ETST FOXP1 HSD3B1 MALT1 NFKBIA PLCG2 RHOA STAT3 ZBTB7A
BLM CSNKI1A1 ETV1 FRS2 HSP90AAT MAP2K1 NKX2-1 PLK2 RICTOR STAT4 ZFHX3
BMPRI1A CTCF ETV4 FUBP1 ICOSLG MAP2K2 NKX3-1 PMAIP1 RITT STAT5A ZNF217
BRAF CTLA4 ETVS5 FYN ID3 MAP2K4 NOTCH1 PMST1 RNF43 STAT5B ZNF703
BRCA1 CTNNAT1 ETV6 GABRA6 IDH1 MAP3K1 NOTCH2 PMS2 ROS1 STK11 ZRSR2

El contenido con sombreado de color gris se analiza para la deteccion de amplificaciones génicas.
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TRUSIGHT ONCOLOGY COMPREHENSIVE (EU)

Todos los canceres: BRAF, NTRK1, NTRK2, NTRK3, RET, MSI, TMB

Genes con
biomarcadores
Genes con biomarcadores de importancia clinica” de posible
importancia
clinica®
{\ Mama BRCAT1 BRCA2  ERBB2 ESR1 PALB2  PIK3CA -
E?% Colorrectal  ERBB2 KRAS NRAS -
EGFR ERG ETV1 ETV4 EWSR1 VEF FLIT FUS H3F3A HEY1 IDHT
§ Oseo
MDM2  NCOA2 SMARCBIT
GJD Pulmoén ALK EGFR ERBB2 KRAS MET NUTM1 ROS1 -
é Melanoma KIT NRAS ROS1
ﬁ?f Ovarico BRCAT1 BRCA2  FOXL2
APC ATRX  CDKN2A CDKN2B EGFR  H3F3A HISTIH3BHISTIH3C IDH1 IDH2 MYCN
PTCH1 RELA TERT TP53
AR ATM BARD1 BRCA1 BRCA2 BRIP1 CDK12 CHEK1  CHEK2  FANCL FGFR2
@ Prostata
FGFR3 PALB2 PTEN RAD51B  RAD51C RAD51D RAD54L
@ Tiroides HRAS KRAS NRAS TERT
2 S Uterino y BRCA2 EPCT ERBB2 ESR1 FOXO1 GREBT JAZF1 NCOA2 NCOA3 NUTM2A NUTMZ2B
/7 cervicouterino PAX3 ~ PAX7  PHF1  POLE SMARCA4 SUZ12 — TP53  YWHAE
ALK APC ARID1IA  ASPSCR1  ATF1 ATIC BAP1 BCOR BRCA1 BRCA2 CAMTAT
CARS CCNB3 CDK4  CDKN2A clCc CITED2 CLTC COLIAT COLB6A3 CREB1 CREBS3L1
CREB3L2  CSF1 CTNNB1 DDIT3 DDX3X DNAJBT  DUX4 EED EGFR ERBB2 ERG
ETV1 ETV4 ETVE EWSR1 VEF FGFR2 FGFR3 FLIT FOXL2 FOXO1  FOX04
Otros FUS GLIT HEY1 HGF HMGAZ2 IDHT KRAS LEUTX MAML3  MDM2 MYB
tumores
sélidos MYOD1 ~ NAB2  NCOA2 NF1 NFATC2  NFIB NR4A3  NRAS  NUTM1 NUTM2A NUTMZ2B
PALB2 PATZ1 PAX3 PAX7 PDGFB PDGFRA PRKACA PRKD1 RANBP2  ROST SDHA
SDHB SDHC SDHD SMARCB1 SS18 SSX1 SSX2 SSX4 STAT6 SuUzi12 TAF15
TCF12 TERT TFE3 TFEB TFG TP53 TPM3 TPM4 TRAF7 TSPAN31 VGLL2
WT1 WWTRT1 YAP1 YWHAE ZC3H7B

Figura 3: Genes con biomarcadores de utilidad clave para multiples tipos de tumores sélidos. Los genes enumerados representan

un subconjunto de genes presentes en el panel de TSO Comprehensive (EU). Anélisis de contenido proporcionado por Velsera basado
en la base de conocimientos del software de DIV v8.5 (febrero de 2023).
* Genes vinculados a las fichas técnicas o guias actuales de los medicamentos.
T Basado en las pruebas de la bibliografia cientifica, la presencia en ensayos clinicos o vinculado a las etiquetas en otras histologias.
T SNC, sistema nervioso central.

Para uso diagndstico in vitro. No disponible en todos los pafses ni regiones.
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Tabla 3: Contenido de ARN incluido en TSO Comprehensive (EU)

ALK BRAF ERG ETV4 FGFR3 NTRK1 PAX3 ROST
AXL EGFR ESR1 FGFR1 KIF5B NTRK2 RAF1 TMPRSS2
BCL2 EML4 ETV1 FGFR2 NRG1 NTRK3 RET

Los genes enumerados se evallan con relacion a las fusiones conocidas y nuevas.

Tabla 4: Variantes alternativas de corte y empalme
incluidas en TSO Comprehensive (EU)

EGFR MET

Tabla 5: Cobertura de contenido de TSO
Comprehensive (EU)

49 directrices de practica clinica

117 fichas técnicas de medicamentos

~680 ensayos clinicos europeos

Analisis proporcionado por Velsera basado en la base de conocimientos
del software TSO Comprehensive (EU). Actualizado a febrero de 2023.

Tabla 6: Indicaciones de CDx

Indicacion de CDx Socio

tumores solidos positivos para
fusiones génicas de NTRK1, NTRK2

0 NTRK3 para el tratamiento con Bayer™™

VITRAKVI (larotrectinib)

En desarrollo

RET Loxo@Lilly™

EGFR Teligene™

HRD Myriad Genetics, Merck'
TP53 Kartos Therapeutics"

MSI Bristol Myers Squibb™

Los desarrollos de CDx se aplican a la gama de soluciones de TSO
Comprehensive (EU). La disponibilidad de cada CDx variara segun donde se
encuentre y se basa en plazos variables para la aprobacion de tratamientos
y pruebas por region.
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Mas informacion, menos muestras,
menos tiempo

TSO Comprehensive (EU) proporciona mas informacion
con menos muestras y en menos tiempo en comparacion
con los métodos de prueba iterativos actuales. Por ejemplo,
un posible proceso para un paciente diagnosticado

de carcinoma broncopulmonar no microcitico (CPNM)
siguiendo los métodos de prueba convencionales

podria implicar seis pruebas diferentes, que requeririan

29 portaobjetos de muestra y mas de 42 dias para obtener
los resultados relativos a nueve biomarcadores, seguidos
del tiempo de analisis e interpretacién para desarrollar

un plan de tratamiento.’®2® Por el contrario, una prueba

de CGP que use TSO Comprehensive (EU) requiere
normalmente cinco portaobjetos y hasta cinco dias para
generar un informe de utilidad con informacion sobre mas
de 500 biomarcadores y posibles tratamientos y ensayos
clinicos (figura 4).

60 dias
90 biomarcadores*
29 portaobjetost

60 BRAF, KRAS,
ERBB2
mediante PCR
15 portaobjetos
50 + Omision del
exon 14 de MET
mediante qPCR
5 portaobjetos
(]
© | ALK
E 30 ROS1
RET
MET
mediante
IHC/FISH
20 _ 4 portaobjetos
5 dias
10 517 biomarcadores®
en tan solo 5 portaobjetos
EGFR
mediante PCR
O 5 portaobjetos 5 portaobjetos

TruSight Oncology Pruebas iterativas

Comprehensive (EU)

* Incluye firmas genémicas complejas
+ No incluye ningtn portaobjetos necesario para la tincion de H&E u otro diagndstico inicial

3 No incluye biomarcadores mas nuevos, como NTRK, TMB, MS|

Figura 4: Ventajas de TSO Comprehensive (EU) en comparacion
con las pruebas iterativas. Ejemplo que muestra los posibles
procesos de un paciente con CPNM. La CGP con TSO
Comprehensive (EU) proporciona una cobertura sustancialmente
mayor en menos tiempo y con menos muestras en comparacion
con las pruebas iterativas de un solo gen.'82%

Para uso diagndstico in vitro. No disponible en todos los paises ni regiones.
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Un informe clinico facil de leer
y de utilidad

Los resultados de TSO Comprehensive (EU), respaldados

por una base de conocimientos seleccionada por expertos
se presentan en un informe Unico, optimizado y de utilidad.

No hay necesidad de efectuar una busqueda en multiples
informes de pruebas realizadas durante un periodo de

tiempo en un intento de identificar variantes significativas.

El informe de TSO Comprehensive (EU) usa un sistema
de clasificacion para clasificar las variantes segun el nivel
de relevancia clinica y puede ayudar a informar sobre las

decisiones de tratamiento de acuerdo con las guias clinicas
(figura 5). El informe final incluye:

Para uso diagndstico in vitro. No disponible en todos los paises ni regiones.

Informacién de la muestra del paciente: ID de la muestra,
tipo de tumor, sexo, andlisis de control de la calidad, ID
del experimento y detalles de la base de conocimientos

Resultados de la prueba diagndstica acompafiante:
variantes o biomarcadores detectados que tienen
un uso previsto de prueba diagndstica acompafante
evaluado para la muestra

Hallazgos gendmicos con pruebas de importancia
clinica: variantes detectadas que tienen pruebas

de importancia clinica (terapéutica, prondstica o
diagndstica) segun la informacion de las fichas técnicas
de los medicamentos aprobados por la FDA (Food

and Drug Administration), las fichas técnicas de los
medicamentos aprobados por la EMA (Agencia Europea
de Medicamentos), las Guias de Practica Clinica de

la ASCO (American Society of Clinical Oncology) o

las Guias de Préctica Clinica de la ESMO (European
Society for Medical Oncology) para el tipo de tumor

del paciente, segun lo especificado por la base de
conocimientos?

Hallazgos gendmicos de posible importancia clinica:
variantes detectadas que tienen posible importancia
clinica (terapéutica, prondstica o diagndstica) segun la
informacion de las fichas técnicas de los medicamentos
aprobados por la FDA, las fichas técnicas de los
medicamentos aprobados por la EMA, las Guias de
Practica Clinica de la ASCO o las Guias de Préctica
Clinica de la ESMO en otro tipo de tumor, que cumplen
con los criterios de elegibilidad gendmica y de tipo de
tumor para un ensayo clinico o que tienen pruebas de
posible importancia clinica en la bibliografia principal
en cuanto al tipo de tumor del paciente, segun lo
especificado por la base de conocimientos y el motor
de reglas de apoyo®

* ASCO, American Society of Clinical Oncology; EMA, Agencia

Europea de Medicamentos; ESMO, European Society for
Medical Oncology; FDA, Food and Drug Administration.

Solucidn validada

TSO Comprehensive (EU) es una prueba de CGP validada,
desde la toma de la muestra hasta obtener respuestas,
que incluye reactivos en kit, un sistema de secuenciacion
(tabla 7) y software de andlisis. Esta prueba se desarrolld
usando un proceso de control de disefio riguroso y se
validd en mds de 350 muestras Unicas de FFPE y mds de
55 tipos de tumor diferentes. Los resultados se compararon
con métodos ortogonales para garantizar datos precisos,
reproducibles y coherentes.

Uso de TSO Comprehensive (EU)

TSO Comprehensive (EU) proporciona un flujo de trabajo
optimizado que abarca desde la entrada de muestras
hasta la generacion del informe clinico final. Después de
un protocolo de preparacion de librerfas de 2 dias, las
muestras se cargan en una celda de flujo y en el sistema
de secuenciacion. El resto de la prueba esta totalmente
automatizado, lo que incluye la secuenciacion, la llamada
de variantes, la interpretacion y la generacion del informe.
La prueba completa, desde la extraccion del &cido nucleico
hasta el informe clinico, se puede completar en tan solo
4 dfas (figura 1).

Tabla 7: Estudios de verificacién que usan TSO
Comprehensive (EU)

Estudios de exactitud y de
reconduccion clinica para la
deteccion de fusion génica
de NTRK1, NTRK2 y NTRK3

Estabilidad de las librerias

Exactitud analitica Limite del blanco

Guardbanding del flujo

de trabajo del ensayo Limite de deteccidn

Evaluacion del kit
de extraccion de acido
nucleico

Contaminacion cruzada

Evaluacién de los controles

externos Estabilidad en tiempo real

Guardbanding de la valoracion

de entrada de acido nucleico Reproducibilidad

Estabilidad de
tejido FFPE montado
en un portaobjetos

Sustancias interferentes

Precision dentro

Estabilidad durante el uso del kit del laboratorio

Estabilidad durante
el transporte del kit

M-EMEA-00069 ESP v6.0 | 7



TRUSIGHT ONCOLOGY COMPREHENSIVE (EU)

llumina | Trusight™ Oncology Comprehensive (EU)  FOR IN VITRO DIAGNOSTIC USE  Report Date 2022-04-06

0 s Jane Doe un 0 T 200 Nowsson o1 AR
e S canr A Loy o Toass  Anoyisoute oo
On Ly o Pass  oowede Py
Conans it ol e
LN Smalacan S THBGC pASs Mo verson
Joss cams

Diagnostic Results *

LMNA-NTRK1 Fusion vimRakvie Indicated Type: Fusior
larotrectinb) Breskpon 1 chri; 15610062 | Breakpoit 2

chr1:156844696 | Fusion Supporting Reads: 64

Other Alterations and Biomarkers Identified

profiing information in accordance with professional guldelines.

e [Genomic Findings with Evidence of Clinical Significance *

No Detected Variants

e Genomic Findings with Potential Clinical Significance *

T 3.1 Mot st ms-stable

Detectea vrian oetaie

APC pargidsoTen) T
V139 ) conseauence:stop ained | Nuclotde Change: N 000038.5c.4348C>T | Genornc
Fosion, cnsA 13175658 [heterance Ml € | Avermare Al T

s s oot GRS M AN STt SIS
e Companion Diagnostics QC

Companion Diagnostics Genomic Positions with Insufficient Coverage for Small Variant

Detection

ises lseo.

None
e ‘Companion Diagnostics Intended Uses Evaluated
par pe 1t

an mended use areason i e

Speciic

ol Tumor NTRL NTRI S NTRIKZ Gene VITRAKM) -

Fusions arorectin)

Informacion de muestra del paciente

Resultados de la prueba diagndstica acompafiante
* Variantes/biomarcadores de la prueba diagndstica

acompafante detectados e indicaciones de tratamiento

asociadas

Hallazgos gendmicos con evidencias de importancia clinica

* Nombre de la variante y detalles genémicos

Hallazgos genédmicos con posible importancia clinica
« Incluye TMB, MSI

e Moeverion  KeowedgeboseVeson g Dote

Mlumina. | TusghtOnoology Compretensie(EL) e M SN Brery e

About the Test

The the Trusight™ say. an in 9
fived, parafin embedded (FFPE) tumor tissue
samples from o solid NeftSeq™ 5500x nsirument. Te test s intended
listed in the

e dea ses e on: Secion ot i eper. m don.th 1ot 15 ended 10 provide o oG ormaton

Informatics Details

Companion Diagnostics Results
d P

this test is clincally validated.

It Companion Disgnosti nended use does not match ype, or the not
detected in le, then a result for the. ot be lsted here.

Genomic Findings with Evidence of Clinical Significance

his section lists have evidence of prognostic or diagnostic) based on
information in FDA-approved drug labels, EMA-approved drug labels, National Comprehensive Cancer Network (NCCN) Guidelines,
(A50) Clincal o Ciinical

Practice Guidelines for the patient's tumor type, as specified by the Knowledge Base (curated by PierianDx).

Genomic Findings with Potential Clinical Significance

informaton n DA spproved dig obei, EMA approucarog bl NCC Guideinee: Koo Clnical achee Guldeines, o ESMO
Clinica e, match genomic for a clinical tial, or have.
tence o the primary ype, as specified

feurated by Ptianow.

Human Reference Genome

his onthe hg19 human

Knowledge Base

the Knowledge Base, which
Genomic Anings with Evidence of Cnica Sgrfcance and Ganom. Findings with Potantal Clrcal Sigaiicance Fr detls on the
content available in the Knowledge Base, refer to the release notes of the Knowledge Base version used to generate this report.

‘Small Variants

s deletions, (58], a are detected from DNA.
SmaH yaratsocluded in the  reportwil have the ollowing nfornaton, asapvh:ab\e gene symbal,amino acid change,smal vario
allele, and altemate

i

Gene Amplifications
‘e number of copies of a gene. A gene ampification i reported in

e o g <hange o normld 100 Gept I 11 o ok 1 the noralyed read S n Aod genames. Ea0

g information: gene symbol, fold change value.

Gene fusion ae datecte fom RNA and ocur when patansof two enes are tansiated together o  novel ANA product Fusons
"t a gone pab sop W e

3)

o by e o tuded e epore it
have the following information: gene symbals, fusion "

points, and a count of fusion supporting read:

o Informacion de la prueba

Figura 5:
variantes clasificadas como de interés clinico o de posible interés clinico basdndose en una base de conocimiento seleccionada por

« Descripcion de los hallazgos gendémicos
« Revision de la base de conocimientos

« Descripcién de la variante

« Limitaciones de la prueba

CC de la prueba diagndstica acompafiante

« Posiciones con cobertura insuficiente para
la deteccién de variantes pequefias

Usos previstos evaluados de la prueba diagndstica

acompafia

nte

« Incluye el tipo de tumor, los biomarcadores
y el tratamiento elegible

TruSight™ Oncology Comprehensive Assay Gene Panel

AKT3 ALK? ALOX128 AMER1 ANKRD11 ANKRD26 APC. AR
ATM ATR ATRX AURKA AURKB AXINL AXIN2 AXL?

BRAF 7 BRCA1 BRCA2 BRD4 BRIP1 BTG1 BTK CALR
EIF4E ELOC EMLA 7 EMSY EP300 EPCAM EPHA3 EPHAS
EPHAT EPHB1 ERBB2 | ERBB3 ERBBA4. ERCC1 ERCC2 ERCC3
ERCC4. ERCCS. ERG? ERRFIL ESR17 ETS1 EV1? ETva?
FGFS. FGF6. FGF7 FGF8. FGF9. FGFR17 FGFR2 7 FGFR37

Informacion de la prueba, continuacion
» Genes y variantes analizados

de facil lectura, estd pensado para aumentar la confianza en las decisiones de tratamiento.
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Preparacion de librerias

TSO Comprehensive (EU) puede usar ADN y ARN extraidos
simultaneamente de la misma muestra como material de
entrada. Si se utiliza ADN, la preparacién de muestras
empieza por recortar el ADN gendémico (ADNg). Si se
empieza con ARN, el primer paso serd la transcripcién
inversa de la muestra para obtener el ADN complementario
(ADNCc). EI ADNg recortado y el ADNc se convierten
simultdaneamente en librerias listas para la secuenciacién.

Durante la preparacién de librerfas, se afiaden
identificadores moleculares Unicos (UMI, unique molecular
identifiers)® a los fragmentos de ADNg o ADNc. Estos UMI
permiten la deteccion de variantes con una baja frecuencia
alélica de variantes (VAF, variant allele frequency)

a la vez que suprimen errores, lo que proporciona una

alta especificidad.

Enriquecimiento de librerias para centrar
los esfuerzos

La preparacién de las librerias se basa en un reconocido
proceso quimico de captura hibrida mediante sondas
biotiniladas y bolas magnéticas recubiertas con
estreptavidina, para purificar objetivos seleccionados de
las librerias de ADN y de ARN. Las regiones de interés se
hibridan con las sondas biotiniladas, se extraen por medios
magnéticos y se eluyen para enriquecer la agrupacion

de librerias. El enriquecimiento basado en hibridacién

es una estrategia Util para analizar variantes genéticas
especificas en una muestra determinada y permite realizar
una secuenciacion fiable de exomas o de un gran nimero
de genes (p. €j., >50 genes).

El proceso quimico de captura hibrida ofrece varias
ventajas respecto a la secuenciacion de amplicones,
entre las que se incluyen la obtencién de datos con
menos artefactos y una menor pérdida y la capacidad
para incorporar un mayor enriquecimiento del panel.
Ademas, el proceso quimico de captura hibrida es
independiente de la fusion, lo que permite detectar

y caracterizar fusiones conocidas y nuevas.

Secuencia con potencia de diagndéstico

Las librerias de TSO Comprehensive (EU) preparadas
se secuencian en NextSeq 550Dx System (figura 6).
NextSeq 550Dx System es un instrumento de DIV con
marcado CE que permite a los laboratorios clinicos
desarrollar y realizar ensayos de DIV basados en NGS.
NextSeq 550Dx System presenta:

« Una configuracion bloqueada con control de cambios
que permite a los laboratorios aprovechar las opciones
de pruebas clinicas actuales y futuras

Para uso diagndstico in vitro. No disponible en todos los paises ni regiones.

» Capacidades de alto rendimiento para ampliar las
operaciones para estudios mas grandes y detallados
0 aumentar el nimero de muestras de pacientes en
el experimento

« Andlisis flexibles que abarcan desde la secuenciacion
de pequefios paneles hasta aplicaciones de WGS y NGS
en estudios de microarrays

Con los cartuchos de reactivos precargados, iniciar un
experimento en el instrumento NextSeq 550Dx es tan facil
como descongelar, cargar y poner en marchay se necesita
un tiempo de participacion activa de aproximadamente
30 minutos. La interfaz intuitiva permite a los usuarios
trabajar con varias aplicaciones con un tiempo minimo

de capacitacion o de configuracion del instrumento.
Elinstrumento NextSeq 550Dx puede proporcionar

mas de 90 Gb de datos de alta calidad, con mas del

75 % de las bases secuenciadas con una puntuacion

de calidad de Q30 o superior en menos de 2 dias.?®

Figura 6: NextSeq 550Dx System. Desarrollado bajo control
de disefio y fabricado siguiendo las guias de las buenas
practicas de fabricacion (GMP, Good Manufacturing Practice),
NextSeq 550Dx System (en modo Dx) respalda un flujo de
trabajo de TSO Comprehensive (EU) totalmente automatizado
desde la secuenciacion hasta la generacion del informe
clinico final.

Productividad de los lotes de los pacientes

Gracias al uso de TSO Comprehensive (EU) con

NextSeq 550Dx System, los laboratorios pueden procesar
por lotes hasta siete muestras de pacientes’ con dos
controles por experimento de secuenciacion en 4-5 dias.

Llamada de variantes, interpretacion
y generacion de informes

Todos los analisis de TSO Comprehensive (EU) se realizan
automaticamente en NextSeq 550Dx System usando el
maodulo de andlisis de TruSight Oncology Comprehensive
(EU) de Local Run Manager.

t El numero de muestras de pacientes varia segun el nimero
de controles analizados.
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El médulo integrado en el instrumento facilita la
configuracion del experimento y realiza el andlisis
secundario de los resultados de la secuenciacién, incluido
el demultiplexado, la generacién de archivos FASTQ,

la alineacion y la llamada de variantes:

« Eldemultiplexado separa datos de las librerias
agrupadas en funcién de los indices de secuencia
Unicos que se afiadieron durante el procedimiento
de preparacioén de librerias.

» Los archivos intermedios FASTQ contienen las lecturas
de secuenciacién de cada muestra y las puntuaciones
de calidad, excepto las lecturas de cualquier grupo que
no haya superado el filtro.

« Las lecturas de secuenciacion se alinean frente a un
genoma de referencia para identificar una relacion entre
las secuencias y se asigna una puntuacion segun las
regiones de similitud; las lecturas alineadas se escriben
en archivos en formato Binary Alignment Map (BAM).

« Se usan algoritmos independientes para las librerias
generadas a partir de muestras de ADN y ARN para
llamar variantes pequefias de ADN, amplificaciones
génicas, TMB y MSI, en el caso de las muestras de
ADN, y fusiones y variantes alternativas de corte
y empalme, en el caso de las muestras de ARN,
con alta especificidad.

El moédulo de software de andlisis genera multiples archivos
intermedios, que incluyen métricas de secuenciacién

y archivos Variant Call Format (VCF). Los archivos

VCF contienen informacion sobre las variantes que se
encuentran en posiciones especificas de un genoma de
referencia. Los criterios de medicién de secuenciacion

y los archivos de salida individuales se generan para

cada muestra.

El andlisis terciario, también realizado por el médulo

de andlisis de TruSight Oncology Comprehensive de
Local Run Manager, consiste en célculos de TMB y MSI,
la creacion de perfiles tumorales de las variantes en

dos niveles de importancia clinica y la generacioén de
informes. Los resultados de las variantes interpretadas,
asi como los resultados de los biomarcadores de TMB y
MSI, se resumen en el informe de resultados de TruSight
Oncology Comprehensive. Los médicos pueden usar el
informe clinicamente Util para ayudar a informar sobre
decisiones de tratamiento de acuerdo con las guias de
practica clinica, las fichas técnicas de los medicamentos
y los ensayos clinicos.

Base de conocimientos
clinicamente sodlida

El software TSO Comprehensive (EU) estd respaldado
por un motor de reglas derivadas clinicamente y una
base de conocimientos de disefio especifico a lo largo
del tiempo para maximizar la utilidad de los informes.

10 | M-EMEA-00069 ESP v6.0

El motor de reglas y la base de conocimientos respaldada,
ambos proporcionados por Velsera,?” comprenden

una amplia cobertura de publicaciones revisadas por
expertos, informacién sobre variantes procesables y las
mas recientes guias, fichas técnicas de medicamentos

y ensayos clinicos (tabla 8, figura 7). El software

TSO Comprehensive (EU) usa este rico contenido

para determinar las clasificaciones de las variantes
genéticas detectadas.

FDA/EMA

Base de
conocimientos

EUCTR/

Bibliografi;
grafia clinicaltrials.gov

clinica

gnomAD/
CcosMmIC

Figura 7: Creacion de la base de conocimientos. El software
TSO Comprehensive (EU) Tumor Profiling esta disefiado sobre
una base de reglas ampliamente revisadas. Las reglas de origen,
derivadas de las guias de practica clinica, las fichas técnicas

de los medicamentos y la bibliografia principal identifican y
clasifican las variantes de utilidad. Los datos de los ensayos
clinicos y las bases de datos de anotaciones bioldgicas

son fuentes independientes y auténomas en la base de
conocimientos.

Contenido y motor de reglas
seleccionados por expertos

A fin de ofrecer interpretaciones precisas de las variantes
detectadas, la base de conocimiento se basa en un
motor de reglas (ambas proporcionadas por Velsera)

que relaciona variantes o biomarcadores especificos

con afirmaciones de impacto clinico en diversos tipos de
tumores. Estas afirmaciones proceden de diversas fuentes
clinicas, incluidas guias de practica clinica (es decir,
NCCN, ASCO, ESMO), fichas técnicas de medicamentos
aprobados (FDA, EMA), registros de ensayos clinicos
(clincialtrials.gov, EUCTR), la bibliografia principal que
describe los estudios clinicos (PubMed) y bases de datos
de anotaciones bioldgicas (gnomAD, COSMIC)'y pueden
tener asociaciones terapéuticas, de prondstico o de
diagndstico.

T ASCO, American Society of Clinical Oncology; COSMIC,
Catalogue of Somatic Mutations In Cancer; EMA, Agencia
Europea de Medicamentos; ESMO, European Society for
Medical Oncology; EUCTR, European Clinical Trials Registry;
FDA, Food and Drug Administration; gnomAD, Genome
Aggregation Database.

Para uso diagndstico in vitro. No disponible en todos los paises ni regiones.
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Un equipo de cientificos altamente cualificados se

encarga de seleccionar las pruebas que respaldan estas
afirmaciones, conocidas como reglas de origeny las
somete a una exhaustiva revision siguiendo estrictos
procedimientos. Después de esta revision, las reglas

de origen se examinan de nuevo en un proceso de

control de la calidad/aseguramiento de la calidad del
conjunto de reglas para garantizar la integridad de las
actualizaciones de las reglas y que todos los campos
requeridos se rellenen correctamente. A continuacion,

las reglas de origen se revisan, clasifican y seleccionan

en funcién de su relevancia para un hallazgo genémico
para desarrollar reglas de interpretacion. Los parrafos de
interpretacion se elaboran a partir del contenido asociado a
las reglas correspondientes y los parrafos incluyen también
referencias al material de origen.

Tabla 8: Datos de la base de conocimientos a fecha
de marzo de 20232

Tema Segun las cifras

Fichas técnicas
de medicamentos

Mads de 300 etiquetas revisadas
Mas de 13 000 paginas leidas

Mds de 300 guias de practica
oncoldgica revisadas, cada una de

Guias } ; =
ellas actualizada varias veces al aio
Mas de 20 000 paginas leidas
Bibliografia Mas de 100 000 articulos revisados
publicada Mas de 500 000 paginas leidas

Ensayos clinicos Maés de 81 000 ensayos revisados

Mas de 6300 procedimientos,
instrucciones de trabajo, formularios
y registros revisados
M3ds de 65 000 paginas leidas

Cumplimiento de
los dispositivos

a. Velsera actualiza el contenido mensualmente para incorporar las Ultimas
publicaciones, descubrimientos de biomarcadores, guias, fichas técnicas
de medicamentos y ensayos clinicos.?*

Existen procesos de prueba y garantia de calidad para
garantizar que se afladan y mantengan contenidos de

alta calidad en la base de conocimientos. Ademas de

las revisiones descritas anteriormente, las afirmaciones
clinicas se extraen usando flujos de trabajo independientes
por parte de seleccionadores cualificados que no forman
parte de los equipos de reglas de origen o de reglas

de interpretacién y se evalla el rendimiento global del
software de creacion de perfiles tumorales y de la base

de conocimientos para determinar su concordancia,
especificidad y sensibilidad. La exactitud del contenido
seleccionado se determina comparando las clasificaciones
derivadas de los metadatos de la base de conocimientos

y del software de creacién de perfiles tumorales con las
clasificaciones previamente informadas en el repositorio
de datos clinicos de Velsera.

Para uso diagndstico in vitro. No disponible en todos los paises ni regiones.

La base de conocimientos se somete a una revision
periddica por parte de un panel de expertos de
profesionales médicos, patdlogos moleculares y oncélogos
licenciados y colegiados.

De forma periddica?* se pone a disposicion una base

de conocimientos actualizada para dar cuenta de los
nuevos biomarcadores; los cambios en las guias, las fichas
técnicas de los medicamentos y los ensayos clinicos; y los
estudios de investigacion clinica recientemente publicados.
Los proveedores de pruebas de DIV pueden acceder
facilmente a las nuevas publicaciones, maximizando su
capacidad de extraer informacién de utilidad de esta
prueba de CGP.

Rendimiento alto y fiable

Las caracteristicas de rendimiento v la fiabilidad de TSO
Comprehensive (EU) han sido ampliamente probadas
para cumplir con los rigurosos requisitos del DIV.

Las evaluaciones incluyeron un estudio de limite de blanco,
estudios de limite de deteccién (LoD, Limit of Detection)
para variantes de ADN y ARN, reproducibilidad y precision
analitica (Apéndice).”® Los estudios cualitativos entre
multiples operadores, instrumentos, lotes de reactivos y
dias mostraron una alta concordancia con una variacion
minima.”® Para obtener informacién detallada sobre los
estudios realizados, consulte las instrucciones de uso

de TruSight Oncology Comprehensive (EU) de lllumina.”

Incorpore la CGP
en su laboratorio

La CGP maximiza la capacidad de hallar biomarcadores
utiles e informar sobre las opciones de tratamiento que
tienen el potencial de mejorar los resultados de los
pacientes. La CGP en su laboratorio le ayuda a:

« Serun proveedor de medicina de precision: implemente
una prueba de Ultima generacién y genere resultados
clinicamente Utiles en 4-5 dias con tasas reducidas de
cantidad no suficiente (QNS, quantity not sufficient)

y tasas mejoradas de éxito de la prueba.

» Estar preparado para el futuro: mantenga el acceso
a los archivos de datos sin procesar y vuelva a
analizarlos a medida que se introduzcan nuevas guias,
fichas técnicas de medicamentos y ensayos clinicos,
lo que podria generar nuevos conocimientos utiles.

« Serun socio de confianza: consulte a los oncélogos
sobre las decisiones de tratamiento y participe en los
comités moleculares para el estudio de tumores.

M-EMEA-00069 ESP v6.0 | 11



TRUSIGHT ONCOLOGY COMPREHENSIVE (EU)

Implantacion facilitada

La implantacion de una prueba de CGP puede requerir
mucho tiempo y esfuerzo. Gracias a la introduccion de
TSO Comprehensive (EU), lllumina ha abordado algunos
de los mayores retos, optimizando el proceso. En primer
lugar, una solucion en kit para DIV con la certificacion CE
altamente validada:

« Reduce el tiempo y coste de implantacién de la prueba
en comparacién con una prueba desarrollada en el
laboratorio (LDT, laboratory-developed test) (figura 8).

» Acelerala CGP, que pasa de ser una propuesta «nueva»
a una prueba rutinaria.

« Proporciona una prueba conforme a la Directiva de
diagndstico in vitro (IVDD, In Vitro Diagnostic Directive)
que esta encaminada a cumplir con los requisitos de
la Normativa de diagnéstico in vitro (IVDR, In Vitro
Diagnostic Regulation), al ayudar a los laboratorios a
prepararse para cumplir con las guias normativas mas
estrictas.

Tiempo y recursos para la implantacion*

Prueba de DIV Prueba desarrollada

en laboratorio comparable

Figura 8: Implantacion de una prueba mas sencilla y menos
onerosa. TSO Comprehensive (EU) es una prueba de DIV

con la certificacién CE que solo requiere la verificacion del
rendimiento segun la norma ISO 15189, lo que es menos oneroso
que la validacién requerida para una prueba desarrollada en

el laboratorio

* Ejemplo ilustrativo. No pretende ofrecer una comparacion
precisa del tiempo y los recursos.
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Asistencia integral

Se dispone de un programa de asistencia integral que
trabajard con los laboratorios para acelerar la implantacion
y la certificacion y garantizar una integracion sin
problemas. El programa proporciona:

« Unplan de incorporacion para acelerar la verificacion
de las pruebas

« Formacién en el laboratorio, que incluye la instruccion
en el laboratorio humedo y la evaluacion de los
experimentos por parte del equipo de especialistas
en aplicaciones de campo de lllumina

« Un protocolo de verificacion
« Una certificacion de cualificacion
« Una asistencia técnica 24/5

« Asistencia continua del equipo de asuntos médicos
de lllumina para consultas médicas

Ademas, lllumina proporciona a los usuarios del DIV
acceso a activos de marketing y educativos listos para
usar, para que los compartan con sus proveedores locales
de atencion sanitaria y les ayuden a comprender el valor
de las pruebas de CGP.

Acceso al reembolso

La cobertura de las pruebas de CGP es una consideracién
importante a la hora de incorporar la capacidad en el
centro. El reembolso difiere segun el pais, el entorno
clinico y los servicios prestados. En la actualidad, algunos
paises europeos disponen de financiacion nacional o
regional (figura 9). lllumina ha creado un equipo dedicado
al acceso al mercado que esta trabajando activamente con
los pagadores para ampliar el reembolso de las pruebas
de CGP en todo el mundo.

Analice las opciones de cobertura disponibles con
su comercial local de Illlumina.

Para uso diagndstico in vitro. No disponible en todos los paises ni regiones.
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M Cubierto e implantado

[ Programa piloto o con cobertura muy restringida
of I de aprobacién/implantacion

' No cubierto

No supervisado

Irlanda
Reino Unido
Bélgica

Francia

Espana

Comunidad Valenciana

Datos de cobertura a 20 de septiembre de 2023

Figura 9: Opciones de cobertura de las pruebas de CGP
en Europa. Datos actualizados a 20 de septiembre de 2023.

Resumen

El uso de las pruebas de CGP esta permitiendo mejorar
los resultados de los pacientes. La implantacién de las
pruebas de CGP en su laboratorio se simplifica con TSO
Comprehensive (EU). Esta prueba de CGP verificada
ofrece un flujo de trabajo optimizado, reactivos validados
y un software clinico automatizado que le permite pasar
de la muestra al informe clinico en 4-5 dias. Partiendo de
ADN y ARN, use TSO Comprehensive (EU) para analizar
multiples tipos de variantes en mas de 500 genes en una
sola prueba. Elabore un informe final claro y clinicamente
relevante que identifique con precision las mutaciones de
utilidad que se puedan usar para informar de las decisiones
relativas a posibles tratamientos o ensayos clinicos
compatibles, segun fuentes reconocidas, que puedan
mejorar el resultado de los pacientes.

Para uso diagndstico in vitro. No disponible en todos los paises ni regiones.

Mas informacion

TruSight Oncology Comprehensive (EU),
illumina.com/tsocomprehensive

Creacion de perfiles genémicos completos (CGP),
illumina.com/cgp

NextSeq 550Dx System, illumina.com/nextseq550dx

Datos para realizar pedidos

Producto N.° de catdlogo

TruSight Oncology Comprehensive

(EU) Kit 20063092
TruSight Oncology DNA Control 20065041
TruSight Oncology RNA Control 20065042
NextSeq 550Dx Instrument 20005715
NextSeq 550Dx High-Output Reagent 20028871

Kit v2.5 (300 cycles)?

a. Los consumibles de secuenciacion de clase | se envian en un solo lote e
incluyen pruebas de lote de kit, notificaciones previas a las modificaciones y
un certificado de anélisis en cada lote. Los reactivos se desarrollan conforme
a principios de control del disefio, se fabrican conforme a las practicas
recomendadas de fabricacion actuales y se verifican para garantizar el
cumplimiento de las especificaciones.
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TRUSIGHT ONCOLOGY COMPREHENSIVE (EU)

Apéndice
Estudio de limite de blanco

Bajo numero de falsos positivos para TSO
Comprehensive (EU)

LoD: fusiones y variantes alternativas de corte
y empalme de ARN

Pardmetro Valor

Falsos positivos para variantes

pequefias de ADN 0,0001%
Fa/ls‘os positivos para amplificaciones 0%
génicas

Falsos positivos para MSI 0%
Falsos positivos para fusiones de ARN 0%
Falsos positivos para variantes 0%

alternativas de corte y empalme de ARN

Los falsos positivos se evaluaron mediante un estudio de limite de blanco usando
muestras de FFPE normales o benignas de tejido adyacente. No se analizaron

los falsos positivos para determinar la TMB, ya que no existe ningun valor de
umbral clinico.

Estudios de limite de deteccion (LoD)

LoD: variantes alternativas de corte y empalme

Variante alternativa

LoD
de corte y empalme
MET 18,7
EGFR 24,8

Las muestras FFPE de 17 tipos de tejidos que contenian variantes se diluyeron
amultiples niveles de prueba. Se generaron seis observaciones por nivel por
parte de dos operadores, usando cada una un lote de reactivos y un instrumento
diferentes. El LoD se define como el valor mds bajo del analito (por ejemplo,

la frecuencia alélica de variantes o las lecturas de apoyo) que se puede detectar
de forma sistematica (limite de deteccion del 95 % o un error de tipo Il del 5 %).

Fusion LoD
NCOA4-RET 10

TMPRSS2-ERG 13,2
KIF5B-RET 14,5
ACPP-ETV1 17,2
FGFR3-TACC3 17,5
EML4-ALK 20,2
FGFRI-GSR 23,7
EGFR-GALNT13 24

ESR1-CCDC170 24,3
FGFR2-SRPK2 24,7
HNRNPULT-AXL 26,3
CD74-ROST,GOPC 28,2
SPIDR-NRG1 28,2
RAF1-VGLL4 28,5
DHX8,ETV4-STAT3 30,5
MKRN1-BRAF 31,2
BCL2-IGHJ5 44,2
PAX3-FOXO1 54,7
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Las muestras FFPE de 17 tipos de tejidos que contenian variantes se diluyeron
amultiples niveles de prueba. Se generaron seis observaciones por nivel por
parte de dos operadores, usando cada una un lote de reactivos y un instrumento
diferentes. El LoD se define como el valor mas bajo del analito (por ejemplo,

la frecuencia alélica de variantes o las lecturas de apoyo) que se puede detectar
de forma sistematica (limite de deteccion del 95 % o un error de tipo Il del 5 %).
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LoD: variantes de ADN pequefias y amplificaciones génicas

Tipo (unidad de medida . . - N.° de
Clase de variantes/contenido genémico . Intervalo
del LoD) variantes
SNV 5 0,016-0,064
MNV 3 0,022-0,048
Insercién (1-2 pb) cerca de las repeticiones de homopolimero 2 0,086-0,104
Insercion (1-2 pb) cerca de las repeticiones de dinucledtido 2 0,038-0,051
Variantes pequefias de ADN Insercién (3-5 pb) 2 0,030-0,056
(frecuencia de variantes
alélicas) Insercién (>5 pb y hasta 25 pb) 3 0,034-0,215
Delecion (1-2 pb) cerca de las repeticiones de homopolimero 2 0,094-0,100
Delecion (1-2 pb) cerca de las repeticiones de dinucledtido 2 0,033-0,070
Delecion (3-5 pb) 2 0,028-0,064
Delecioén (>5 pb y hasta 25 pb) 2 0,047-0,055
Amplificaciones genicas Segun el gen (ERBB2, MET) 2 2,034-2,195

(multiplo de cambio)

Las muestras FFPE de 17 tipos de tejidos que contenian variantes se diluyeron a multiples niveles de prueba. Se generaron seis observaciones por nivel por parte de dos
operadores, usando cada una un lote de reactivos y un instrumento diferentes. El LoD se define como el valor mas bajo del analito (por ejemplo, la frecuencia alélica de variantes
o las lecturas de apoyo) que se puede detectar de forma sistematica (limite de deteccién del 95 % o un error de tipo Il del 5 %).

Reproducibilidad para los estudios
de creacion de perfiles tumorales

Reproducibilidad para la creacion de perfiles
tumorales: MSI

Media de la
- - ) Elemento -, oh
Reproducibilidad para la creacion de perfiles del panel puntuacion PPC IC del 95 %
tumorales: amplificaciones génicas de MSI®
i 100,0 % 90,4 %,
Gen de NN . TPSBD4 60,5 (36/36) 100,0 %
) . de cambio PPC IC del 95 %°
nteres medio® 100,0 % 89,3 %
TPSBDG o37 (32/32) 100,0 %
MET 514 100,0 % 92,6 %, 100,0 %
Todos los 100,0 % 94,7 %,
ERBB2 2,33 100,0 % 92,4 %,100,0 % elementos (68/68) 100,0 %

La reproducibilidad se probd en tres centros (uno interno y dos externos), dos

operadores por centro, tres lotes de reactivos, cuatro dias de pruebas y diversos

experimentos de secuenciacion por libreria usando 41 muestras de tejido FFPE y

una linea celular. PPC, porcentaje de llamadas positivas; IC, intervalo de confianza

a. Mlltiplo del cambio medio calculado a partir de los resultados de ensayo
observados.

b. IC bilateral del 95 % calculado mediante el método de puntuacién de Wilson.

La reproducibilidad se probd en tres centros (uno interno y dos externos), dos

operadores por centro, tres lotes de reactivos, cuatro dias de pruebas y diversos

experimentos de secuenciacion por libreria usando 41 muestras de tejido FFPE y

una linea celular. PPC, porcentaje de llamadas positivas; IC, intervalo de confianza

a. Puntuacion de MSI media calculada a partir de los resultados de ensayo
observados.

b. IC bilateral del 95 % calculado mediante el método de puntuacion de Wilson.

Para uso diagndstico in vitro. No disponible en todos los paises ni regiones.
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Reproducibilidad para la creacion de perfiles tumorales: variantes de ADN pequefias

Gen Tipo de variante Varz:;ﬁiS:C;g‘;e)res de,\/lls(il/I:Fa PPC IC del 95 %°
APC Delecién 11488fsTer19 0,181 100,0 % (28/28) 87,9 %,100,0 %
APC Delecién S1465WfsTer3 0,166 100,0 % (40/40) 91,2 %,100,0 %
APC Insercion T1556NfsTer3 0,227 100,0 % (32/32) 89,3 %, 100,0 %
APC Insercién S1465fs*9 0,100 100,0 % (48/48) 92,6 %,100,0 %
ARID1A Insercion Q372fs*28 0,084 100,0 % (4/4) 51,0 %, 100,0 %
BRAF SNV V600E 0,045 91,3 % (42/46) 79,7 %,96,6 %
EGFR Delecion E746_A750del 0,112 100,0 % (46/46) 92,3 %, 100,0 %
EGFR SNV L858R 0,045 100,0 % (38/38) 90,8 %, 100,0 %
EP300 Delecién H2324fs*29 0,245 100,0 % (44/44) 92,0 %,100,0 %
ERBB2 Insercién Y772_A775dup 0,075 100,0 % (36/36) 90,4 %, 100,0 %
IDH1 SNV R132H 0,155 100,0 % (36/36) 90,4 %, 100,0 %
KRAS MNV G121 0,11 100,0 % (38/38) 90,8 %, 100,0 %
NOTCH1 Insercion R1598fs*12 0,146 100,0 % (48/48) 92,6 %,100,0 %
PTEN Delecién T319fs*1 0,157 100,0 % (44/44) 92,0 %,100,0 %
TP53 Insercion P152_P153dup 0,157 100,0 % (2/2) 34,2 %,100,0 %
TP53 Insercién R333HfsTer5 0,154 100,0 % (48/48) 92,6 %,100,0 %

La reproducibilidad se probé en tres centros (uno interno y dos externos), dos operadores por centro, tres lotes de reactivos, cuatro dias de pruebas y diversos experimentos
de secuenciacion por libreria usando 41 muestras de tejido FFPE y una linea celular. VAF, frecuencia alélica de variantes; PPC, porcentaje de llamadas positivas; IC, intervalo

de confianza

a. VAF media calculada a partir de los resultados de ensayo observados
b. IC bilateral del 95 % calculado mediante el método de puntuacién de Wilson.
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Reproducibilidad para la creacion de perfiles tumorales: variantes de ARN

Media de las lecturas

Variante de interés Tipo de variante de apoyo PIRC IC del 95 %P
ACPP-ETV1 Fusién 44,7 100,0 % (46/46) 92,3 %, 100,0 %
BCL2-IGHJ5 Fusion 124,9 100,0 % (46/46) 92,3 %,100,0 %
CD74-ROST,GOPC Fusion 56,6 100,0 % (48/48) 92,6 %, 100,0 %
DHX8;ETV4-STAT3 Fusion 48,9 100,0 % (46/46) 92,3 %,100,0 %
EGFR-GALNT13 Fusion 49,8 100,0 % (46/46) 92,3 %, 100,0 %
EMLA-ALK Fusion 49,3 100,0 % (48/48) 92,6 %, 100,0 %
ESR1-CCDC170 Fusién 451 100,0 % (46/46) 92,3 %, 100,0 %
FGFR1-GSR Fusion 61,1 100,0 % (46/46) 92,3 %,100,0 %
FGFR2-SRPK2 Fusién 53,4 100,0 % (48/48) 92,6 %, 100,0 %
FGFR3-TACC3 Fusioén 53,5 100,0 % (48/48) 92,6 %, 100,0 %
HNRNPULT-AXL Fusién 58,0 100,0 % (48/48) 92,6 %, 100,0 %
KIF5B-RET Fusion 11,6 91,7 % (44/48) 80,4 %, 96,7 %
MKRN1-BRAF Fusién 33,4 100,0 % (48/48) 92,6 %,100,0 %
PAX3-FOXO1 Fusion 70,1 100,0 % (48/48) 92,6 %, 100,0 %
RAF1-VGLL4 Fusién 15,9 100,0 % (46/46) 92,3 %, 100,0 %
SPIDR-NRG1 Fusion 51,5 100,0 % (48/48) 92,6 %, 100,0 %
TMPRSS2-ERG Fusién 43,5 97,9 % (47/48) 89,1%,99,6 %
EGFR vill Jeriante j';er;gztl%i 64,0 100,0 % (46/46) 92,3 %, 100,0 %
Omision del exdn 14 Variante alternativa 612 100,0 % (48/48) 92,6 %, 100,0 %

de MET

de corte y empalme

La reproducibilidad se probd en tres centros (uno interno y dos externos), dos operadores por centro, tres lotes de reactivos, cuatro dias de pruebas y diversos experimentos

de secuenciacion por libreria usando 41 muestras de tejido FFPE y una linea celular. El porcentaje de llamadas negativas (PNC) fue del 100 % para cada variante de ARN de

interés, excepto para la fusion FGFR2-SRPK2 (PNC = 99,60 % (984/988; IC del 95 %: del 98,96 % al 99,84 %). PPC, porcentaje de llamadas positivas; IC, intervalo de confianza

a. Media de las lecturas de apoyo calculada a partir de los resultados del ensayo observados.

b. IC bilateral del 95 % calculado mediante el método de puntuacion de Wilson.

Para uso diagndstico in vitro. No disponible en todos los paises ni regiones.
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Estudios de precision analitica

Precision analitica: variantes de ADN y MSI

Tipo de variante Método ortogonal

PPA

NPA

Variantes de ADN

85 % (382/451)

99,999 % (70 000 481/70 000 907)

pequefias (somaticas) WES (IC del 95 %: 81 %-87 %) (IC del 95 %: 99,999 %-99,999 %)
Variantes de ADN WES 99,8 % (33163/33 224) 99,999 % (70 000 481/70 000 907)
pequefas (germinales) (IC del 95 %: 99,8 %-99,9 %) (IC del 95 %: 99,999 %-99,999 %)
Amplificaciones WES 92 % (337/365) 98,3 % (24 000/24 415)
génicas (IC del 95 %: 89 %, 95 %) (IC del 95 %: 98,1 %, 98,5 %)
MSI MSI-PCR 93 % (40/43) 99 % (150/152)

(IC del 95 %: 81 %, 98 %)

(IC del 95 %: 95 %, >99 %)

La capacidad de TSO Comprehensive (EU) para detectar alteraciones en cientos de muestras FFPE se compard con los resultados obtenidos con el método de referencia
indicado. Al menos el 48 % de las variantes somaticas detectadas por TSO Comprehensive (EU) no fueron detectadas por WES debido a que las frecuencias alélicas estaban
por debajo del umbral de WES. Los datos de WES también mostraron pruebas de la presencia de variantes adicionales detectadas por TSO Comprehensive (EU), pero con poco
apoyo de las llamadas de WES. Esto sugiere que estas variantes no se detectaron en el tumor mediante WES debido a la contaminacién normal. NPA: concordancia porcentual
negativa; PPA: concordancia porcentual positiva; WES: secuenciacion del exoma completo

Precision analitica: variantes de ARN

Tipo de variante Método ortogonal PPA NPA

« Secuenciacion del exoma
completo de ARN (RNGST)

« Panel de fusién de NGS
selectiva (RNGS2)

» PCR digital por gota
(ddPCR)

82 % (63/77)
(IC del 95 %: 72 %, 89 %)

99,9 % (13 821/13 839)

Fusiones (IC del 95 %: 99,8 %, 99,9 %)

Variantes alternativas
de corte y empalme

57 % (4/7)
(IC del 95 %: 25 %, 84 %)

100 % (230/230)

gPCR (IC del 95 %: 98 %, 100 %)

La capacidad de TSO Comprehensive (EU) para detectar alteraciones en cientos de muestras FFPE se compard con los resultados obtenidos con el método de referencia
indicado. TSO Comprehensive (EU) detecté 41 fusiones que no fueron detectadas mediante las estrategias ortogonales. El LoD de RNGS1 era de 4 a 8 veces mayor

que el de TSO Comprehensive (EU), lo que hizo que se usaran métodos adicionales con mayor sensibilidad, pero con menos amplitud de fusiones. Se confirmaron otras

41 fusiones detectadas por TSO Comprehensive mediante ddPCR. Las puntuaciones de PPA y NPA de las fusiones representan un compuesto de los tres métodos ortogonales.
Tres muestras fueron consideradas positivas en cuanto a las deleciones del exon 14 de MET por qPCR, pero no por TSO Comprehensive (EU) y tenfan un Ct promedio superior
a 37, que esta por debajo del nivel de LoD de TSO Comprehensive (EU). NPA, concordancia porcentual negativa; PPA, concordancia porcentual positiva; RNGS, secuenciacion
de nueva generacion de ARN
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Precision analitica (TMB): la capacidad de TSO
Comprehensive (EU) para detectar la TMB en
mas de 100 muestras FFPE se compard con los
resultados logrados con la secuenciacion del
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Abbott. Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit. molecular.
abbott/sal/en-us/staticAssets/ALK-US-CE-Clinical-PI_R3_
mw001_3060.pdf. Fecha de consulta: 9 de febrero de 2021.
NeoGenomics Laboratories. MET Exon 14 Deletion Analysis
| NeoGenomics Laboratories. Sitio web de NeoGenomics
Laboratories. neogenomics.com/test-menu/met-exon-14-
deletion-analysis. Fecha de consulta: 9 de febrero de 2021.
Geisinger Medical Laboratories. Specimen collection

and processing instructions for BRAF MUTATION
ANALYSIS. Sitio web de Geisinger Medical Laboratories.
geisingermedicallabs.com/catalog/details.cfm. Fecha de
consulta: 9 de febrero de 2021.

Geisinger Medical Laboratories. Specimen collection

and processing instructions for KRAS MUTATION
ANALYSIS. Sitio web de Geisinger Medical Laboratories.
geisingermedicallabs.com/catalog/details.cfm. Fecha de
consulta: 9 de febrero de 2021.

Analisis proporcionado por cortesia de Velsera basado

en la base de conocimientos de TSO Comprehensive (EU).
Vigente a fecha de marzo de 2023.

Illumina. TruSight Oncology UMI Reagents. Sitio web de
lllumina. https://www.illumina.com/content/dam/illumina-
marketing/ documents/products/datasheets/trusight-
oncology-umi- reagents-datasheet-1000000050425.pdf.
Fecha de consulta: 9 de febrero de 2021.

Illumina. NextSeq 550Dx Instrument. Disponible en
https://science-docs.illumina.com/documents/Instruments/
nextseq-550dx-instrument-spec-sheet-1000000062591/
nextseq-550dx-instrument-spec-sheet-1000000062591.pdf.
Fecha de consulta: 9 de febrero de 2021.

Velsera. Genomic Knowledge Base for Clinical Next-
Generation Knowledge. Sitio web de Velsera. pieriandx.com/
genomic-knowledge-base. Fecha de consulta: 2 de octubre
de 2023.
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Declaracion de uso previsto

TruSight Oncology Comprehensive (EU) es una prueba
diagnostica in vitro que usa la secuenciacion de

nueva generacion selectiva para detectar variantes

en 517 genes usando acidos nucleicos extraidos de
muestras de tejido tumoral fijado en formol y embebido
en parafina (FFPE, formalin fixed, paraffin-embedded)
de pacientes oncolégicos con neoplasias malignas
solidas con el instrumento lllumina® NextSeq” 550Dx.
La prueba se puede utilizar para detectar SNV, MNV,
inserciones, deleciones, y amplificaciones de genes a
partir de ADN, y para detectar fusiones génicas y variantes
alternativas de corte y empalme a partir de ARN. Con la
prueba también se obtiene una puntuacién de carga
mutacional del tumor (TMB, Tumor Mutational Burden)
y el estado de la inestabilidad de microsatélites (MSI,
Microsatellite Instability).

La prueba estd concebida como prueba diagndstica
acompafiante para identificar pacientes con cancer que
puedan someterse al tratamiento selectivo citado en la
tabla 9, segun el etiquetado del producto terapéutico
aprobado. Ademads, la prueba esta concebida para
proporcionar informacion sobre los perfiles tumorales

para su uso por parte de profesionales sanitarios
cualificados de acuerdo con las guias profesionales y no
es concluyente ni prescribe el uso autorizado recogido en
la ficha técnica de ningun producto terapéutico especifico.

Tabla 9: Indicacion de la prueba diagnostica
acompafante

Tipo ) Tratamiento
Biomarcadores )

de tumor selectivo

Tumores Fusiones génicas NTRK, VITRAKVI

solidos NTRK2 y NTRK3 (larotrectinib)
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