i | | u m I n a® NOTA DE APLICACION

Flujo de trabajo

de investigacion
oncologica selectivo con
Pillar Biosciences e lllumina

Resultados rapidos y precisos con los
paneles oncoReveal® en MiSeq™ i100 Series,
analizados y notificados con DRAGEN™
Amplicon e lllumina Connected Insights
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Flujo de trabajo del panel oncoReveal de Pillar Biosciences

Descripcion general

En la investigacion oncoldgica, la secuenciacion de
nueva generacion (NGS, next-generation sequencing)
selectiva permite a los laboratorios enriquecer las lecturas
en regiones de interés con la profundidad necesaria
para detectar mutaciones que se producen con bajas
frecuencias alélicas de variantes (VAF, variant allele
frequency). Los paneles de NGS especifica también
permiten a los laboratorios centrar su andlisis en las
variantes genéticas con mayor probabilidad de estar
presentes en funcién del origen de la muestra tumoral,
lo que mejora la eficiencia y la productividad.

Paneles oncoReveal de Pillar Biosciences

Los paneles oncoReveal de Pillar Biosciences estan
disefiados de manera selectiva frente a genes
oncoldgicos conocidos y son compatibles con varios
tipos de muestras, incluido el ADN procedente de tejido,
sangre o tejido fijado en formol y embebido en parafina
(FFPE, formalin fixed, paraffin-embedded), asi como

de ARN a partir de tejido FFPE. Estos paneles utilizan
una tecnologia exclusiva de amplificacion mediada

por inhibicién de la horquilla (SLIMamp®, stem-loop
inhibition-mediated amplification) que permite Ia
preparacion selectiva de librerias basada en amplicones
en un solo tubo, con alta sensibilidad y tiempos de
procesamiento rapidos.

MiSeq i100 Series

Con MiSeq i100 Series, lllumina ofrece un sistema
avanzado para una secuenciacion de sobremesa sencilla,
precisa y rapida. Las mejoras innovadoras en el disefio
del sistema, la quimica XLEAP-SBS™ vy el andlisis de datos
integrado ofrecen un uso mas sencillo, alta precision de
datos y una velocidad excepcional.
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MiSeq i100 Series

6,6-10 h 7,5 h

Como parte de una solucién de NGS integral,
MiSeq i100 Series puede proporcionar resultados
en el mismo dia para la investigacion oncoldgica
selectiva (figura 1).

Proceso de DRAGEN Amplicon

El software DRAGEN Amplicon se ha concebido

para el andlisis de alto rendimiento de los datos de
secuenciacién de amplicones de muestras de ADN

y ARN. El software ofrece opciones de implementacion
flexibles y seguras a través de BaseSpace™ Sequence
Hub, el servidor de DRAGEN local o en el instrumento.
El andlisis de secuencias secundarias para paneles
oncoReveal esta integrado con DRAGEN Amplicon,

lo que permite a los laboratorios producir resultados
facilmente con herramientas bioinformaticas uniformes
en toda la gama de soluciones oncoldgicas de lllumina.

lllumina Connected Insights

lllumina Connected Insights es una plataforma basada
en la nube disefiada para optimizar el analisis terciario
y la generacién de informes para aplicaciones de
investigacién oncoldgica. Admite la interpretacién de
variantes de nucledtido Unico (SNV, single nucleotide
variants), inserciones y deleciones (indel), variantes

de numero de copias (CNV, copy number variants),
fusiones de ARN y biomarcadores, y permite la
creacién de informes personalizables en varios idiomas.
lllumina Connected Insights se integra perfectamente
con los procesos de DRAGEN Amplicon, lo que permite
la ingestidn de archivos VCF, métricas de control

de calidad (CC) y metadatos. Con mejoras como la
puntuacion de calidad de la fusion y la integracion de
bases de conocimiento externas, lllumina Connected
Insights admite flujos de trabajo de analisis gendmico
flexibles para una amplia gama de aplicaciones.
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Figura 1: Flujo de trabajo del panel oncoReveal de Pillar Biosciences en los sistemas de secuenciacion MiSeq i100 Series de lllumina

Pase de las muestras al informe en menos de 24 horas.

Para uso exclusivo en investigacién. Prohibido su uso en procedimientos de diagndstico.
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Flujo de trabajo integrado para paneles
oncoReveal

Con la combinacion de paneles oncoReveal de Pillar
Biosciences, lllumina MiSeq i100 Series, el andlisis
secundario de DRAGEN Amplicon e lllumina Connected
Insights, los usuarios se benefician de un flujo de trabajo
totalmente integrado que produce resultados de alta
precision en tan solo 24 horas (figura 1). El flujo de trabajo
integrado permite a los usuarios mantener el control

de las muestras, a la vez que logran una deteccién

fiable de variantes con una baja VAF, sin necesidad de
identificadores moleculares Unicos (UMI, unique molecular
identifiers), incluso cuando trabajan con poco aporte de
ADN o con una calidad de muestra subdptima (tabla 1).

En esta nota de aplicacion se demuestra el rendimiento
de los paneles oncoReveal de Pillar Biosciences cuando
se secuencian en un sistema MiSeq i100 Series y se
analizan con el proceso de DRAGEN Amplicon para

el analisis secundario con lllumina Connected Insights
hasta la generacion de informes.

Flujo de trabajo del panel oncoReveal de Pillar Biosciences

Métodos

Muestras

Los paneles OncoReveal de Pillar Biosciences admiten una
amplia gama de aplicaciones y tipos de muestras. Para
este analisis utilizamos muestras de investigacion humanas
y artificiales, tanto comercialmente disponibles como
desarrolladas internamente, disefladas para imitar objetivos
oncoldgicos clinicamente relevantes. Estos objetivos
incluyeron SNV, indels, fusiones representativas de

ARN, eventos de CNV y FLT3-ITD. Se utilizd un total de

28 muestras para evaluar el rendimiento en los seis paneles
oncoReveal de Pillar. En la tabla 2 se resumen las muestras
utilizadas para cada uno de los paneles analizados.

Preparacion de librerias

Se prepararon las librerias para los paneles oncoReveal
de Pillar Biosciences siguiendo las instrucciones del
fabricante, utilizando un aporte de 20 ng para todos los
ensayos. Para los flujos de trabajo de ARN, se generdé
ADNCc vy, a continuacion, para todos los flujos de trabajo,
se realizd una reaccion de amplificacion PCR especifica
del gen (GS-PCR, gene-specific PCR) con 18-26 ciclos
segun se especifica para cada panel.

Tabla 1: Paneles oncoReveal de Pillar Biosciences compatibles con el proceso de DRAGEN Amplicon

Panel N.° de catalogo | Tipo de muestra

ADN de muestras
de tejido, sangre

oncoReveal Multi-

Cancer with CNV & HNA-HS-1001-48

Lecturas "paired-

RNA Fusion Panel o FFPE
oncoReveal Multi-
Cancer RNA Fusion | HRA-HS-1002-24 éTgigg FFPE

v2 Panel

oncoReveal Solid
Tumor v2 Panel

oncoReveal BRCA1
& BRCA2 + CNV
Panel

oncoReveal Myeloid
Panel

oncoReveal
Essential MPN Panel

HDA-CH-3003-24

HDA-BR-1003-24

HDA-MY-1001-24

HDA-MY-1002-48

ADN de muestras
de tejido, sangre
o FFPE

ADN de muestras
de tejido, sangre
o FFPE

ADN de sangre
completa o CMSP

ADN de sangre
completa o CMSP

N.° de genes Tipos de
. 9 / p. end" recomendadas
amplicones variante
por muestra
SNV, indels
60/341 pequefias 2 millones
y medianas, CNV
Transcritos de
18 genes y >80 parejas | ARN de fusion
de fusién, omisidén del | (incluida la 2 millones
exén 14 de MET omision del exén
14 de MET)
SNV, indel
48/246 pequefias 2 millones
y medianas
CNV, SNV,
indels pequefias .
2/283 y medianas, 2 millones
a nivel de exones
58/766 SNV, indels, ITD 4 millones
SNV, indel
3/7 pequefias 30000
y medianas

CNV: variante del nimero de copias; indel: insercién y delecidn; ITD: duplicacién interna en tdndem (internal tandem duplication); CMSP: células mononucleares de

sangre periférica; SNV: variante de nucleétido Unico.
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Panel analizado

oncoReveal Multi-Cancer with
CNV & RNA Fusion Panel

oncoReveal Multi-Cancer RNA
Fusion v2 Panel

oncoReveal Solid Tumor v2
Panel

oncoReveal BRCA1 & BRCA2 +
CNV Panel

oncoReveal Myeloid Panel

oncoReveal Essential MPN
Panel

Flujo de trabajo del panel oncoReveal de Pillar Biosciences

Tabla 2: Muestras utilizadas para evaluar el rendimiento de DRAGEN Amplicon con paneles oncoReveal de Pillar Biosciences

Muestras utilizadas

0DC4 (Oncology DNA Control 4), muestra de control de ADNg artificial de lllumina’
Dos muestras de lineas celulares que contienen CNV: HCC-1954 (mama), NCI-H716 (colon)
Una muestra de tejido de cancer de pulmon FFPE con amplificacion conocida de FGFR3

Muestra de control Horizon HD784
Tres muestras FFPE de tejido pulmonar, hepatico y pancreatico sano

Mimix OncoSpan, gDNA Reference Standard (Horizon Discovery, n.° de catdlogo HD827)
0DC4 (Oncology DNA Control 4), muestra de control de ADNg artificial de lllumina’

Una muestra de tejido de cancer de colon FFPE

Una muestra de tejido hepatico sano FFPE

0DC4 (Oncology DNA Control 4), muestra de control de ADNg artificial de lllumina’
Dos muestras de tejido de cancer de ovario FFPE
Una muestra normal NA12878 (HGOO1)

Muestra de Horizon, HD829 Myeloid gDNA Reference Standard?

Seraseq Myeloid Mutation DNA Mix (SeraCare, n.° de catalogo 0710-0408)
Lineas celulares MV-4-11 (CRL-9591), MOLM-13 y PL-21

FFPE con FLT3-ITD confirmado por PINDEL

ADNg obtenido de dos muestras de capa leucocitaria de donantes sanos

Seraseq Myeloid Mutation DNA Mix (SeraCare, 0710-0408)
Myeloid gDNA Reference Standard (Horizon Discovery, n.° de catdlogo HD829)
Una muestra de tejido pancreatico FFPE

Tras la GS-PCR, los cebadores se digirieron con
exonucleasa seguido de un paso de limpieza con bolas.
Por ultimo, las librerias se indexaron utilizando de

5 a 6 ciclos de amplificacion PCR, seguidos de limpieza,
cuantificacion y normalizacién con bolas antes de agrupar
para la secuenciacion.

Secuenciacion

Las librerias se secuenciaron con un sistema MiSeq i100
Series con lecturas "paired-end" de 150 pb.

Analisis secundario

Se utilizd el analisis secundario de DRAGEN Amplicon
v4.4.6 para la llamada de genotipos para cada uno de los
paneles oncoReveal analizados, lo que permitié detectar
SNV e indels pequefias y medianas con VAF por debajo del
5 %. Ademas de las SNV y las indels, el proceso también
se utilizd para detectar CNV, ITD, como FLT3-ITD, asi como
fusiones de ARN y eventos de variantes alternativas

de corte y empalme. El proceso de DRAGEN Amplicon
también incluye un criterio de medicidn del cociente

de desequilibrio 3'/5" para ensayos de ARN.

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

ADNg obtenido de dos muestras de capa leucocitaria de donantes sanos

El cociente de desequilibrio de 3'/5' se utiliza para
detectar oncogenes de fusion, especialmente
aquellos que implican genes conductores como ALK
y ROS1. Al evaluar los niveles de expresion relativa
en los extremos 3'y 5' de los transcritos, este criterio
de medicion puede mejorar la identificacion de
desequilibrios indicativos de eventos de fusion.

Panel de normales

Un analisis selectivo de las CNV requiere un panel

de normales (PON, panel of normals) para la
normalizacién de la profundidad. Se construyd un PON
con 18-25 muestras para cada uno de los paneles
oncoReveal evaluados en este estudio. Estas muestras
normales (es decir, de tejido sano) se prepararon

y secuenciaron utilizando el mismo flujo de trabajo

de preparaciéon y secuenciacion de librerias que las
muestras de casos. Esto permitio al algoritmo restar
sesgos a nivel del sistema que no son especificos

de la muestra. DRAGEN incluye un paquete de CNV
predeterminado con su PON respectivo, que se utiliza
en el proceso de DRAGEN Amplicon para cada panel
compatible con la deteccién de CNV.
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Sin embargo, para un rendimiento éptimo, se recomienda
que los usuarios generen su propio PON con
aproximadamente 20 muestras normales para establecer
un nivel de referencia para una llamada precisa de CNV.

Analisis terciario y generacion de informes

Connected Insights realiza andlisis terciarios
transformando los datos de secuenciacion procesados
en informacion de investigacion notificable. Se utilizé
para obtener llamadas de variantes del proceso

de DRAGEN Amplicon, y para anotar, clasificar

y priorizar variantes mediante algoritmos avanzados.
Connected Insights hace una referencia cruzada

entre varias bases de datos seleccionadas, fuentes
bibliograficas y directrices clinicas, para proporcionar
interpretaciones basadas en la evidencia. Para este
estudio, se utilizé Connected Insights para revisar la
patogenia, las implicaciones practicas y las asociaciones
de biomarcadores para los hallazgos oncoldgicos.

Resultados

oncoReveal Multi-Cancer with CNV & RNA
Fusion Panel

oncoReveal Multi-Cancer with CNV & RNA Fusion

Panel es un panel combinado de ADN y ARN que
investiga genes de interés en diferentes tipos de cancer
de tumores solidos. El ensayo combina oncoReveal
Multi-Cancer v4 with CNV Panel, basado en ADN,

con oncoReveal Multi-Cancer RNA Fusion v2 Panel,

lo que posibilita la secuenciacién combinada. oncoReveal
Multi-Cancer v4 with CNV Panel y oncoReveal Multi-
Cancer RNA Fusion v2 Panel se evaluaron como
componentes de este panel combinado.

oncoReveal Multi-Cancer v4 with CNV Panel

oncoReveal Multi-Cancer v4 with CNV Panel se

evalud con una muestra creada internamente con una
cobertura media del objetivo superior a 4000x%. Las 48
variantes de tipo SNV e indel superpuestas (con VAF
observada del 8 % al 43 %) se detectaron utilizando

el proceso de DRAGEN Amplicon (figura 2). Se evalué
que la especificidad de la base gendmica era >99,9 %
utilizando una muestra normal FFPE. La deteccion de
CNV, incluidas las amplificaciones de ERBB2, FGFR2

y FGFR3 (tabla 3), se valido utilizando muestras de tejido
FFPE y de linea celular. No se detectaron falsos positivos
en dos muestras normales FFPE adicionales.
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M Variantes detectadas

60 M Variantes verdaderas
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Figura 2: Rendimiento de llamada de variantes con
el proceso de DRAGEN Amplicon para el andlisis de
oncoReveal Multi-Cancer v4 with CNV Panel

Las 48 variantes esperadas en una muestra artificial
creada internamente se detectaron utilizando oncoReveal
Multi-Cancer with CNV & RNA Fusion Panel y el proceso
de DRAGEN Amplicon.

Tabla 3: Amplificaciones génicas utilizadas en la evaluacién
de oncoReveal Multi-Cancer v4 with CNV Panel

Tipo de
variante

Tipo de

Gen
muestra

¢Detectado?

Linea celular | Si, conforme

ERBB2 Amplificacién HCC1954 en CNV VCF

EGFR2 Amplificacion Linea celular | Si, conforme

NCI-H716 en CNV VCF
e, Si, conforme
FGFR3 Amplificacion FFPE en CNV VCF

oncoReveal Multi-Cancer RNA Fusion v2 Panel

oncoReveal Multi-Cancer RNA Fusion v2 Panel

esta disefiado para analizar 18 genes conductores

y 83 parejas de fusion que son relevantes en multiples
tipos de tumores sdlidos, utilizando ARN aislado de
muestras FFPE.

oncoReveal Multi-Cancer RNA Fusion v2 Panel

se evaluo utilizando tres muestras normales FFPE
(para la especificidad) y tres réplicas de secuenciacion
de la muestra de control Horizon HD784, que contiene
tres fusiones conocidas (para la sensibilidad). El total de
lecturas que pasaron el filtro fue de mas de 900 000.

Para uso exclusivo en investigacion. Prohibido su uso en procedimientos de diagndstico.
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Las tres fusiones esperadas se detectaron en las tres
réplicas de secuenciacion de la muestra Horizon HD784
(figura 3) y no se observaron falsos positivos en las tres

muestras normales FFPE.

N

Variantes

-

Réplica 1

Réplica 2

M Variantes detectadas

M Variantes verdaderas

Réplica 3

Figura 3: Rendimiento de llamada de variantes con
el proceso de DRAGEN Amplicon para el analisis de

Variantes
N
(&)

Oncospan gDNA

M Variantes detectadas

W Variantes verdaderas

Muestra artificial interna

0,64

0,41

VAF observada
.

oncoReveal Multi-Cancer RNA Fusion v2 Panel
Las tres fusiones esperadas se detectaron en tres

réplicas de secuenciacion de la muestra Horizon HD784.

oncoReveal Solid Tumor v2 Panel

oncoReveal Solid Tumor v2 Panel es un ensayo de

48 genes que analiza mutaciones clave en el ADN de
tumores sodlidos, incluidos los de pulmon no microcitico,
colorrectal, melanoma, endometrio, pancreas, tumor
del estroma gastrointestinal, vejiga, tiroides y gliomas.

Ademas, en el panel se incluyen genes con posible

importancia en inmunooncologia, como POLDTy POLE.

oncoReveal Solid Tumor v2 Panel se evalud utilizando

Mimix OncoSpan gDNA Reference Standard
y muestras artificiales creadas internamente con

una cobertura media del objetivo de 7000x%. Todas las
variantes de tipo SNV e indel cubiertas se detectaron
correctamente con el proceso de DRAGEN Amplicon
(figura 4). En concreto, se detectaron 40 variantes en
la muestra artificial interna y 20 en Mimix OncoSpan
gDNA Reference Standard. Ademas, se evaluaron dos

muestras FFPE: una normal y otra con una variante
conocida de KRAS. La variante de KRAS se detectd
con una VAF del 30 % y no se observaron falsos
positivos en la muestra normal.

0,2

0,0

00

04

02
VAF prevista

06

Figura 4: Rendimiento de llamada de variantes con
el proceso DRAGEN Amplicon para el andlisis de
oncoReveal Solid Tumor v2 Panel y la comparacion

de la VAF esperada y observada

En Mimix OncoSpan, gDNA Reference Standard

y las muestras artificiales creadas internamente se
detectaron todas las variantes esperadas de SNV e indel
utilizando oncoReveal Solid Tumor v2 Panel y el proceso

de DRAGEN Amplicon.

Para uso exclusivo en investigacion. Prohibido su uso en procedimientos de diagndstico.
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oncoReveal BRCA1 & BRCA2 + CNV Panel

oncoReveal BRCA1 & BRCA2 + CNV Panel es un panel que
se dirige especificamente a CNV, SNV e indel pequefias
y medianas, a nivel de exén, en BRCATy BRCA2.

oncoReveal BRCAT & BRCA2 + CNV Panel se evalud
utilizando un control artificial desarrollado internamente
(con seis variantes pequefas esperadas) y una muestra
de tejido FFPE (con una variante conocida de BRCAT),
para lograr una cobertura media del objetivo por encima
de 5000x. Las seis variantes de tipo SNV e indel cubiertas
se detectaron con el proceso de DRAGEN Amplicon
(figura 5, tabla 4). También se detectd con éxito una
delecion conocida de BRCAT (BRCAT. ¢.3008_3009del;
VAF: 0,48).

M Variantes detectadas

M Variantes verdaderas

Variantes
N w IN o

Y

Muestra artificial interna

Figura 5: Rendimiento de llamada de variantes con

el proceso de DRAGEN Amplicon para el analisis de
oncoReveal BRCA1 & BRCA2 + CNV Panel

Se detectaron seis variantes esperadas de SNV e indel en
un control artificial creado internamente y en muestras de
tejido FFPE utilizando oncoReveal BRCAT & BRCA2 + CNV
Panel con el proceso de DRAGEN Amplicon. Las variantes
detectadas y la VAF se notifican en la tabla 4.

Se determind que la especificidad de la posicion

en el genoma era >99,9 %. Se identificé un
acontecimiento de CNV caracterizado por la pérdida
de los exones 7-9 de BRCAT en la muestra de tejido
FFPE con un umbral de CNV inferior. Si este umbral
aumenta, también aumentara el niumero de falsos

positivos en la muestra normal FFPE.

oncoReveal Myeloid Panel

oncoReveal Myeloid Panel estd disefiado
para evaluar 58 genes relevantes para los
canceres mieloides.

oncoReveal Myeloid Panel se evalud con una
muestra de control de Horizon Myeloid HD829
DNA,? una muestra de Seraseq Myeloid Mutation
DNA Mix y muestras de células mononucleares

de sangre periférica (CMSP) sanas, logrando

una cobertura media del objetivo por encima de
5000x. Las 20 variantes de SNV e indel cubiertas
con VAF observada del 3 % al 69 % se detectaron
en ambas muestras (figura 6). Se confirmé que la
especificidad de la base gendmica era superior

al 99,99 % cuando se utilizan muestras de CMSP
sanas.La deteccion de FLT3-ITD se validd en
muestras FFPE, lineas celulares y muestras
artificiales, sin que se observaran falsos positivos
en muestras de CMSP sanas. La tabla 5 resume las
variantes de FLT3-ITD detectadas en todos los tipos
de muestras, donde se logré una sensibilidad del
100 %. La tabla incluye la anotacion especifica de

la variante, su longitud en pares de bases y la fuente
de la muestra correspondiente.

Tabla 4: Variantes detectadas con oncoReveal BRCA1 & BRCA2 + CNV Panel

Gen Nomenclatura de HGVS Proteina VAF observada Tipo de mutacion
BRCA2 c.1114A>C p.Asn372His 8% SNV

BRCA2 c.7934del p.Arg2645fs 12 % Delecion

BRCA2 €.9090dupA p.T3030fs 22 % Insercion

BRCAT1 c.5266dup p.GIn1756fs 2% Insercion

BRCAT1 c.4327C>T p.Arg1443Ter 1% SNV

BRCAT1 €.1961_1962del p.Lys654fs 22 % Delecion

HGVS: Human Genome Variation Society
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Variantes

25 M Variantes detectadas

M Variantes verdaderas

20
15
10

0

Horizon Myeloid HD829

a1

SeraCare Myeloid
Mutation Mix

Figura 6: Rendimiento de llamada de variantes con

el proceso de DRAGEN Amplicon para el analisis de
oncoReveal Myeloid Panel

Las 20 variantes de SNV e indel cubiertas se detectaron
en muestras de Horizon Myeloid HD829 DNA Reference
Standard y Seraseq Myeloid Mutation DNA Mix con el uso
de oncoReveal Myeloid Panel y el proceso de DRAGEN
Amplicon.

oncoReveal Essential MPN Panel

oncoReveal Essential MPN Panel esta disefiado para evaluar
mutaciones clave dentro de los genes MPL, JAK2 y CALR
asociados a neoplasias mieloproliferativas (NMP).

oncoReveal Essential MPN Panel se evalué utilizando
Seraseq Myeloid Mutation DNA Mix y Horizon HD829 Myeloid
gDNA Reference Standard, con lo que se logré una cobertura
media del objetivo por encima de 2500x. DRAGEN Amplicon
permitio detectar todas las variantes de SNV e indel cubiertas
(figura 7, tabla 6) y no se observaron falsos positivos en
muestras de CMSP sanas y muestras normales FFPE.

M Variantes detectadas

4 M Variantes verdaderas
3
%2}
Q
€
8
5 2
| I I
1
0

SeraCare Myeloid HD829

Mutation Mix

Figura 7: Rendimiento de llamada de variantes con
el proceso de DRAGEN Amplicon para el analisis de
oncoReveal Essential MPN Panel

Las cuatro variantes de SNV e indel cubiertas se
detectaron en Seraseq Myeloid Mutation DNA Mix y se
detectaron dos variantes esperadas en Horizon, HD829
Myeloid gDNA Reference Standard con el proceso
DRAGEN Amplicon. La tabla 6 muestra las variantes
analizadas junto con su VAF observada.

Tabla 5: Variantes FLT3-ITD detectadas en todos los tipos de muestras con oncoReveal Myeloid Panel

Variante FLT3 ITD Longitud Tipode muestra = VAF observada
FLT3:c.1835_1836insCTCATATGATCTCAAATGGGAGTTTCCAAGAGAAAA " o
TTTAGAGTT 45 pb Tejido FFPE 45 %
FLT3:c.1799_1800insATTCATATTCTCTGAAATCAA 21pb k/'lgeLaMc_ﬁg"ar 61%
FLT3:c.1837+15_1837+16insTCAAAACGGTACAGGTGACCGGCTCCTCAG
ATAATGAGTACTTCTACGTTGATTTCAGAGAATATGAATATGATCTCAAATG 126 pb Linea celular PL-21 <1%
GGAGTTTCCAAGAGAAAATTTAGAGTTTGGTAAGAATGGAATGT

. Linea celular o
FLT3:c.1772_1801dup 30 pb MV4-11 61 %
FLT3:c.1806_1807insGGGGCTTTCAGAGAATATGAATATGATCTCAAA 33 pb fﬂerasfaq Myeloid 14 %

utation Mix

. Seraseq Myeloid

FLT3:c.1759.1800dup 42 pb Mutation Mix 8%
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Tabla 6: Variantes analizadas con oncoReveal Essential MPN Panel con VAF observada

Gen | Nomenclatura de HGVS Proteina

JAK2 | c.1611_1616del p.Val537_Phe539del

JAK2 | c1849G>T p.Val617Phe

MPL c1544G>T p.Trp515Leu

JAK2 | ¢.1624_1629del p.Asn542_Glu543del

JAK2 | c1849G>T p.Val617Phe

CALR | ¢.1099_1150del p.Leufs*46

HGVS: Human Genome Variation Society

Resumen

En colaboracién con Pillar Biosciences, lllumina ha
desarrollado un flujo de trabajo de secuenciacién
totalmente integrado que incorpora paneles
oncoReveal, la secuenciacion con MiSeq i100 Series
de lllumina, el proceso de DRAGEN Amplicon e Illlumina
Connected Insights para la investigacion oncolégica de
precision. Los paneles oncoReveal de Pillar Biosciences
proporcionan a los investigadores oncoldgicos
opciones de NGS especificas para una gama de
canceres y tipos de tejido. Los paneles oncoReveal
utilizan la tecnologia SLIMamp para una especificidad
y precision de amplificacién dptimas. La evaluacion

del rendimiento de los paneles oncoReveal mediante
secuenciacién de lllumina confirmd que los ensayos
funcionan como se esperaba en una amplia gama

de tipos de muestras y clases de variantes.

Cuando se analizaron con el proceso de DRAGEN
Amplicon, los paneles oncoReveal demostraron una
alta sensibilidad y especificidad para detectar SNV,
indels, CNV, ITD (como FLT3-ITD) y fusiones de ARN
en muestras de investigacién clinica y artificiales,
incluidos tipos de muestras complejas como el tejido
FFPE. Los algoritmos optimizados de DRAGEN Amplicon
permitieron la deteccion de SNV e indel con una baja
VAF. Las mejoras adicionales, como la normalizacion
de CNV mediante PON vy los criterios de medicién
del desequilibrio 3'/5' para la deteccién de fusion

de ARN, contribuyen alin mas a la potencia analitica
del flujo de trabajo integrado y mantienen un tiempo
de procesamiento de menos de 24 horas.
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Tipo de

VAF observada mutacion Muestra
5% Delecion HD829
4% SNV HD829
6 % SNV Seraseq Myeloid Mutation Mix
9% Delecion Seraseq Myeloid Mutation Mix
7% SNV Seraseq Myeloid Mutation Mix
4% Delecion Seraseq Myeloid Mutation Mix

Mas informacion —>

Analisis secundario de DRAGEN

Pillar oncoReveal Multi-Cancer CNV + RNA Fusion Panel
Pillar oncoReveal Multi-Cancer RNA Fusion v2 Panel
Pillar oncoReveal Solid Tumor v2 Panel

Pillar oncoReveal BRCAT & BRCA2 + CNV Panel

Pillar oncoReveal Myeloid Panel

Pillar oncoReveal Essential MPN Panel

Illumina Connected Insights
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