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DESCRIPCION
Métodos para analisis multi-resolucién de &acidos nucleicos libres de células
REFERENCIA CRUZADA

Esta solicitud reivindica la prioridad de la Solicitud Provisional de Estados Unidos N® 62/402.940,
presentada el 30 de septiembre de 2016, la Solicitud Provisional de Estados Unidos N° 62/468.201, presentada el 7
de marzo de 2017, y la Solicitud Provisional de Estados Unidos N® 62/489.391, presentada en abril 24, 2017

ANTECEDENTES

El andlisis de acidos nucleicos libres de células (por ejemplo, acido desoxirribonucleico o acido
ribonucleico) para variantes genéticas derivadas de tumores es un paso critico en un proceso de andlisis tipico para
aplicaciones de deteccion, evaluaciéon y monitorizacion del cancer. La mayoria de los métodos actuales de ensayos
de diagnostico de cancer de acidos nucleicos libres de células se enfocan en la deteccion de variantes somaticas
relacionadas con el tumor, incluyendo las variantes de un solo nucle6tido (SNV), variaciones en el numero de copias
(CNV), fusiones e inserciones/deleciones (indeles), que son todos los objetivos principales de la biopsia liquida. Un
enfoque de andlisis tipico puede comprender enriquecer una muestra de acidos nucleicos para regiones objetivo de
un genoma, seguido por secuenciacién de acidos nucleicos enriquecidos y analisis de datos de lectura de secuencia
para variantes genéticas de interés. Estos acidos nucleicos pueden enriquecerse usando una mezcla sefuelo
seleccionada para un ensayo particular de acuerdo con las restricciones de ensayo, incluyendo la carga de
secuenciacion limitada y la utilidad asociadas con cada regién gendmica de interés.

SUMARIO

En un aspecto, la presente divulgacion proporciona un panel de conjuntos de sefuelos que comprende uno
0 mas conjuntos de sefiuelos que enriquecen selectivamente una o mas regiones asociadas a nucleosomas de un
genoma, dichas regiones asociadas a nucleosomas comprendiendo regiones gendémicas que tienen una o mas
posiciones de bases genémicas con ocupacion nucleosémica diferencial, en donde la ocupacién nucleosémica
diferencial es caracteristica de una célula o un tipo de tejido de origen o un estado patolégico.

En algunas realizaciones, cada una de las una o mas regiones asociadas a nucleosomas de un panel de
conjunto de sefiuelos comprende por lo menos una de: (i) variacion estructural significativa, que comprende una
variacion en el posicionamiento nucleosémico, dicha variaciéon estructural seleccionada del grupo que consiste de:
una insercion, una delecion, una translocacion, un reordenamiento genético, estado de metilacién, un microsatélite,
una variacion del nimero de copias, una variacién estructural relacionada con el nimero de copias o cualquier otra
variacion que indique diferenciacién; y (ii) inestabilidad, que comprende una o mas fluctuaciones o picos
significativos en un mapa de particion del genoma que indica una o mas localizaciones de alteraciones del mapa
nucleos6mico en un genoma.

En algunas realizaciones, el uno 0 mas conjuntos de sefuelos de un panel de conjuntos de sefiuelos estan
configurados para capturar regiones asociadas a nucleosomas del genoma en base a una funciéon de una pluralidad
de perfiles de ocupacién de nucleosomas de referencia (i) asociados con una o mas estados patoldgicos y uno o
mas estados no patoldgicos; (i) asociado con una mutacién somatica conocida, como SNV, CNV, indel o
reordenacion; y/o (iii) asociado con patrones de expresion diferencial. En una realizaciéon, uno o mas conjuntos de
sefiuelos de un panel de conjuntos de sefiuelos se enriquecen selectivamente para una o mas regiones asociadas a
nucleosomas en una muestra de &cido desoxirribonucleico libre de células (ADNcf).

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un método para enriquecer una muestra de &cidos
nucleicos para regiones asociadas a nucleosomas de un genoma que comprende (a) poner una muestra de acidos
nucleicos en contacto con un panel de conjuntos de sefiuelos, dicho panel de conjuntos de sefiuelos comprendiendo
una o0 mas conjuntos de sefiuelos que enriquecen selectivamente una o mas regiones asociadas a nucleosomas de
un genoma; y (b) enriquecer la muestra de acidos nucleicos para una o mas regiones asociadas a nucleosomas de
un genoma.

En algunas realizaciones, uno o0 mas conjuntos de sefiuelos en un panel de conjuntos de sefiuelos estan
configurados para capturar regiones del genoma asociadas a nucleosomas en base a una funciéon de una pluralidad
de perfiles de ocupacion nucleosémica de referencia asociados con uno 0 mas estados patoldgicos y uno mas
estados no patolégicos. En una realizaciéon, el uno o mas conjuntos de sefiuelos en un panel de conjuntos de
sefiuelos se enriquecen selectivamente para la una o mas regiones asociadas a nucleosomas en una muestra de
ADNCcf. En una realizacion, el método para enriquecer una muestra de acidos nucleicos para regiones asociadas a
nucleosomas de un genoma comprende ademas secuenciar los acidos nucleicos enriquecidos para producir lecturas
de secuencias de las regiones asociadas a nucleosomas de un genoma.
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En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un método para generar un conjunto de sefiuelos que
comprende (a) identificar una o méas regiones de un genoma, dichas regiones asociadas con un perfil de
nucleosoma, y (b) seleccionar un conjunto de sefiuelos para capturar selectivamente dichas regiones. En una
realizacién, un conjunto de sefiuelos en un panel de conjuntos de sefiuelos se enriquece selectivamente para una o
mas regiones asociadas a nucleosomas en una muestra de acido desoxirribonucleico libre de células.

En otro aspecto, la presente divulgacién proporciona un panel de sefiuelos que comprende un primer
conjunto de sefiuelos que hibrida selectivamente con un primer conjunto de regiones gendémicas de una muestra de
acidos nucleicos que comprende una cantidad predeterminada de ADN, que se proporciona en una primera
proporcion de concentracion que es menor que un punto de saturacion del primer conjunto de sefuelos; y un
segundo conjunto de sefiuelos que se hibrida selectivamente con un segundo conjunto de regiones gendémicas de la
muestra de acidos nucleicos, que se proporciona en una segunda proporcién de concentracion que esta asociada
con un punto de saturaciéon del segundo conjunto de sefiuelos. En una realizacion, el primer conjunto de regiones
gendmicas comprende una 0 mas regiones genémicas de la estructura principal y el segundo conjunto de regiones
gendmicas comprende una 0 mas regiones genémicas de punto critico.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un método para enriquecer mdultiples regiones
gendmicas que comprende poner una cantidad predeterminada de una muestra de acidos nucleicos en contacto con
un panel de sefuelos que comprende (i) un primer conjunto de sefiuelos que hibrida selectivamente con un primer
conjunto de regiones gendémicas de la muestra de acidos nucleicos, proporcionada a una primera proporcién de
concentracion que es menor que un punto de saturacion del primer conjunto de sefiuelos, y (ii) un segundo conjunto
de sefnuelos que hibrida selectivamente con un segundo conjunto de regiones genémicas de la muestra de acidos
nucleicos, proporcionada a una segunda proporciéon de concentracién que esta asociada con un punto de saturacion
del segundo conjunto de sefuelos; y enriquecer la muestra de acidos nucleicos para el primer conjunto de regiones
gendmicas y el segundo conjunto de regiones genémicas.

En algunas realizaciones, el método comprende ademas secuenciar los acidos nucleicos enriquecidos para
producir lecturas de secuencia del primer conjunto de regiones gendmicas y el segundo conjunto de regiones
genodmicas.

En algunas realizaciones, el punto de saturacién de un conjunto de sefiuelos se determina mediante (a)
para cada uno de los sefiuelos en el conjunto de sefuelos, generar una curva de titulacion que comprende (i) medir
la eficiencia de captura del sefiuelo en funcion de la concentracion del sefuelo, y (ii) identificar un punto de inflexion
dentro de la curva de titulacién, identificando de este modo un punto de saturacion asociado con el sefiuelo; y (b)
seleccionar un punto de saturacion que sea sustancialmente mas grande que todos los puntos de saturacién
asociados con los sefiuelos en el conjunto de sefuelos, determinando de este modo el punto de saturacién del
conjunto de sefuelos.

En algunas realizaciones, la eficacia de captura de un sefuelo se determina (a) proporcionando una
pluralidad de muestras de acidos nucleicos obtenidas de una pluralidad de sujetos en una cohorte; (b) hibridando el
sefiuelo con cada una de las muestras de acidos nucleicos, en cada una de una pluralidad de concentraciones del
sefiuelo; (c) enriqueciendo con el sefiuelo una pluralidad de regiones gendmicas de las muestras de &cidos
nucleicos, en cada una de la pluralidad de concentraciones del sefiuelo; y (d) midiendo el niumero de moléculas de
acido nucleico Unicas o moléculas de acido nucleico con la representacion de ambas cadenas de una molécula de
acido nucleico de cadena doble original que representa la eficacia de captura en cada una de la pluralidad de
concentraciones del sefiuelo.

En algunas realizaciones, un punto de inflexion es una primera concentracion del sefiuelo de tal manera
que la eficiencia de captura observada no aumenta significativamente a concentraciones del sefiuelo mayores que la
primera concentracion. Un punto de inflexion puede ser una primera concentracion del sefuelo de tal manera que un
aumento observado entre (1) la eficiencia de captura a una concentracion de sefuelo del doble de la primera
concentracién en comparaciéon con (2) la eficiencia de captura a la primera concentracion de sefuelo, es menor de
aproximadamente un 1%, menor de aproximadamente un 2%, menor de aproximadamente un 3%, menor de
aproximadamente un 4%, menor de aproximadamente un 5%, menor de aproximadamente un 6%, menor de
aproximadamente un 7%, menor de aproximadamente un 8%, menor de aproximadamente un 9%, menor de
aproximadamente un 10%, menor de aproximadamente un 12%, menor de aproximadamente un 14%, menor de
aproximadamente un 16%, menor de aproximadamente un 18% o menor de aproximadamente un 20%.

En algunas realizaciones, la muestra de acidos nucleicos comprende una muestra de &acidos nucleicos libre
de células. En una realizacion, un método para enriquecer multiples regiones gendmicas comprende ademas
secuenciar la muestra de acidos nucleicos enriquecida para producir una pluralidad de lecturas de secuencia. En
una realizacién, un método para enriquecer multiples regiones genémicas comprende ademas producir una salida
que comprende una secuencia de acido nucleico representativa de la muestra de acidos nucleicos.

En otro aspecto, la presente divulgacién proporciona un panel de sefiuelos que comprende un primer
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conjunto que captura selectivamente las regiones de la estructura principal de un genoma, dichas regiones de la
estructura principal estan asociadas con una funcién de clasificacion de carga de secuenciacion y utilidad, en donde
la funcién de clasificacién de cada region de la estructura principal tiene un valor menor que un valor umbral
predeterminado; y un segundo conjunto de sefiuelos que captura selectivamente regiones de punto critico de un
genoma, dichas regiones de punto critico estan asociadas con una funcion de clasificacion de carga de
secuenciacion y utilidad, en donde la funcién de clasificacion de cada region de punto critico tiene un valor mayor o
igual al valor umbral predeterminado.

En algunas realizaciones, las regiones de punto critico comprenden una o mas regiones informativas de
nucleosomas, dichas regiones informativas de nucleosomas comprendiendo una regién de maxima diferenciacion de
nucleosomas. En una realizacion, el panel de sefiuelos comprende ademas un segundo conjunto de sefiuelos que
captura selectivamente las regiones informativas de la enfermedad. En una realizacion, los sefiuelos en el primer
conjunto de sefiuelos estan a una primera concentracién relativa al panel de sefiuelos, y los sefiuelos en el segundo
conjunto de sefiuelos estan a una segunda concentracién relativa al panel de sefiuelos.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un método para generar un conjunto de sefiuelos que
comprende identificar una o mas regiones genodmicas de la estructura principal de interés, en donde la identificacion
de una 0 mas regiones gendmicas de la estructura principal comprende maximizar una funcién de clasificacion de la
carga de secuenciacion y la utilidad asociadas con cada una de las regiones gendmicas de la estructura principal;
identificar una o mas regiones genémicas de punto critico de interés; crear un primer conjunto de sefiuelos que
capture selectivamente las regiones gendémicas de interés de la estructura principal; y crear un segundo conjunto de
sefiuelos que capture selectivamente las regiones gendmicas de interés de los puntos criticos, en donde el segundo
conjunto de sefuelos tiene una mayor eficacia de captura que el primer conjunto de sefiuelos.

En algunos aspectos, el uno 0 mas puntos criticos se seleccionan usando uno o mas de los siguientes: (i)
maximizando una funcién de clasificacién de la carga de secuenciacion y la utilidad asociada con cada una de las
regiones genodmicas de puntos criticos, (ii) realizando perfiles de nucleosomas a través de una o mas regiones
gendmicas de interés, (iii) mutaciones impulsoras de cancer predeterminadas o prevalencia en una cohorte de
pacientes relevante, y (iv) mutaciones impulsoras de cancer identificadas empiricamente.

En algunos aspectos, identificar uno o mas puntos criticos de interés comprende usar un procesador
informatico programado para clasificar un conjunto de regiones gendmicas de puntos criticos en base a una funcion
de clasificacion de la carga de secuenciacion y la utilidad asociadas con cada una de las regiones genémicas de
puntos criticos. En algunas realizaciones, la identificacion de una o méas regiones gendémicas de la estructura
principal de interés comprende clasificar un conjunto de regiones genémicas de la estructura principal en base a una
funcion de clasificacién de la carga de secuenciacion y la utilidad asociadas con cada una de las regiones
gendmicas de la estructura principal de interés. En algunas realizaciones, la identificacion de una o mas regiones
gendmicas de puntos criticos de interés comprende utilizar un conjunto de valores de frecuencia de alelos menores
(MAF) determinados empiricamente o la clonalidad de una variante medida por su MAF con respecto a la mutacién
clonal o impulsora supuesta mas alta en una muestra.

En algunos aspectos, la carga de secuenciacion de una regién gendmica se calcula multiplicando entre si
uno o mas de (i) el tamano de la regidon gendmica en pares de bases, (ii) la fraccion relativa de lecturas gastadas en
la secuenciacién de fragmentos que mapean la regiéon gendmica, (iii) cobertura relativa como resultado del sesgo de
secuencia de la regién gendmica, (iv) cobertura relativa como resultado del sesgo de amplificacion de la regidon
genodmica, y (v) cobertura relativa como resultado del sesgo de captura de la regién gendémica.

En algunos aspectos, la utilidad de una regiéon genémica se calcula multiplicando entre si una o mas de (i)
la frecuencia de una o mas mutaciones procesables en la regién gendmica, (i) la frecuencia de una o mas
mutaciones asociadas con frecuencias de alelos menores (MAF) por encima de la media en la regiéon gendémica, (iii)
fraccion de pacientes en una cohorte que alberga una mutacién somatica dentro de la region gendmica, (iv) suma de
MAF para variantes en pacientes en una cohorte, dichos pacientes albergando una mutaciéon somatica dentro de la
region genomica, y (v) proporcion de (1) MAF para variantes en pacientes en una cohorte, dichos pacientes
albergando una mutaciéon somatica dentro de la region gendmica, a (2) MAF maximo para un paciente dado en la
cohorte.

En algunos aspectos, las mutaciones procesables comprenden una o mas de (i) mutaciones susceptibles
de ser modificadas por farmacos, (ii) mutaciones para monitorizacion terapéutico, (iii) mutaciones especificas de la
enfermedad, (iv) mutaciones especificas del tejido, (v) mutaciones especificas del tipo celular, (vi) mutaciones de
resistencia y (vii) mutaciones de diagndstico. En una realizacion, las mutaciones asociadas con frecuencias de alelos
menores mas altas comprenden una o mas mutaciones impulsoras o se conocen a partir de datos externos o fuentes
de anotaciones.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un panel de sefiuelos que comprende una pluralidad
de conjuntos de sefiuelos, cada conjunto de sefiuelos (i) comprendiendo uno o mas sefiuelos que capturan
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selectivamente una 0 mas regiones genémicas con utilidad en el mismo cuantil en la pluralidad de sefuelos, y (i)
tener una concentracion relativa diferente de cada uno de los otros conjuntos de sefiuelos con utilidad en un cuantil
diferente en la pluralidad de sefiuelos.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un método para seleccionar un conjunto de bloques de
panel que comprende (a) para cada bloque de panel, (i) calcular una utilidad del bloque de panel, (ii) calcular una
carga secuencial del panel bloque, y (iii) calcular una funcién de clasificacion del bloque del panel; y (b) realizar un
proceso de optimizacion para seleccionar un conjunto de bloques de panel que maximiza los valores de la funcion de
clasificacion total de los bloques de panel seleccionados.

En algunos aspectos, una funcién de clasificacién de un bloque de panel se calcula como la utilidad de un
blogue de panel dividida por la carga de secuenciacion de un bloque de panel. En algunas realizaciones, el proceso
de optimizaciéon combinatoria comprende un algoritmo voraz.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un método que comprende (a) proporcionar una
pluralidad de mezclas de sefiuelos, en donde cada mezcla de sefiuelos comprende un primer conjunto de sefuelos
que hibrida selectivamente con un primer conjunto de regiones genémicas y un segundo conjunto de sefiuelos que
se hibrida selectivamente con un segundo conjunto de regiones gendmicas, y en donde las mezclas de sefiuelos
comprenden el primer conjunto de sefiuelos a diferentes concentraciones y el segundo conjunto de sefuelos a las
mismas concentraciones; (b) poner en contacto cada mezcla de sefiuelos con una muestra de acidos nucleicos para
capturar el acido nucleico de la muestra con los conjuntos de sefiuelos, en donde las muestras de acidos nucleicos
tienen una concentracion de acido nucleico alrededor del punto de saturacién del segundo conjunto de sefiuelos; (c)
secuenciar los acidos nucleicos capturados con cada mezcla de sefiuelos para producir conjuntos de lecturas de
secuencia; (d) determinar el numero relativo de lecturas de secuencia para el primer conjunto de regiones
gendmicas y el segundo conjunto de regiones genémicas para cada mezcla de sefiuelos; y (e) identificar por lo
menos una mezcla de sefuelos que proporcione profundidades de lectura para el segundo conjunto de regiones
gendmicas y, opcionalmente, el primer conjunto de regiones genémicas, en cantidades predeterminadas.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un método para mejorar la precisién de la deteccion
de una insercién o delecion (indel) de una pluralidad de lecturas de secuencia derivadas de moléculas de acido
desoxirribonucleico libre de células( ADNcf) en una muestra corporal de un sujeto, dicha pluralidad de lecturas de
secuencia se generan mediante secuenciacién de acidos nucleicos, que comprende (a) para cada una de la
pluralidad de lecturas de secuencia asociadas con las moléculas de ADN libre de células, proporcionar: una
esperanza predeterminada de que se detecte un indel en una o mas lecturas de secuencia de la pluralidad de
lecturas de secuencia; una esperanza predeterminada de que un indel detectado sea un indel verdadero presente en
una determinada molécula de ADN libre de células de las moléculas de ADN libre de células, dado que se ha
detectado un indel en una o mas de las lecturas de la secuencia; y una esperanza predeterminada de que un indel
detectado se introduzca por error no bioldgico, dado que se ha detectado un indel en una o mas de las lecturas de
secuencia; (b) proporcionar medidas cuantitativas de uno o mas parametros del modelo caracteristicos de las
lecturas de secuencia generadas por secuenciacion de acidos nucleicos; (c) detectar uno o mas indeles candidatos
en la pluralidad de lecturas de secuencia asociadas con las moléculas de ADN libre de células; y (d) para cada indel
candidato, realizar una prueba de hipétesis usando uno o méas de los parametros del modelo para clasificar dicho
indel candidato como un indel verdadero o un indel introducido, mejorando de este modo la precision de deteccién
de un indel.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un kit que comprende (a) una muestra que comprende
una cantidad predeterminada de ADN; y (b) un panel de conjuntos de sefiuelos que comprende (i) un primer
conjunto de sefiuelos que hibrida selectivamente con un primer conjunto de regiones gendémicas de una muestra de
acidos nucleicos que comprende una cantidad predeterminada de ADN, proporcionado a una primera proporcion de
concentracién que es menor que un punto de saturacién del primer conjunto de sefiuelos y (ii) un segundo conjunto
de sefuelos que hibrida selectivamente con un segundo conjunto de regiones gendémicas de la muestra de acidos
nucleicos, proporcionado a una segunda proporcion de concentracion que esté asociada con un punto de saturacion
del segundo conjunto de sefiuelos.

En algunos aspectos, el método para mejorar la precisién de la deteccion de una insercion o delecion
(indel) de una pluralidad de lecturas de secuencia derivadas de moléculas de &cido desoxirribonucleico libre de
células (ADNcf) en una muestra corporal de un sujeto comprende ademas enriquecer una o mas loci del ADN libre
de células en la muestra corporal antes del paso (a), produciendo de este modo polinucleétidos enriquecidos.

En algunos aspectos, el método comprende ademéas amplificar los polinucledtidos enriquecidos para
producir familias de amplicones, en donde cada familia comprende amplicones que se originan a partir de una sola
cadena de moléculas de ADN libre de células. En algunos aspectos, el error no biolégico comprende un error en la
secuenciacion en una pluralidad de ubicaciones de bases genémicas. En algunas realizaciones, el error no biolégico
comprende un error en la amplificacion en una pluralidad de localizaciones de base genémicas.
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En algunos aspectos, los parametros del modelo comprenden uno o mas de (por ejemplo, uno o mas de,
dos 0 mas de, tres 0 mas de, o cuatro de) (i) para cada uno del uno o mas alelos variantes, una frecuencia del alelo
variante (a) y una frecuencia de alelos que no son de referencia distintos del alelo variante (a'); (ii) una frecuencia de
un error indel en toda la cadena delantera de una familia de cadenas (B1), en donde una familia comprende una
coleccién de amplicones que se originan a partir de una Unica cadena de moléculas de ADN libre de células; (iii) una
frecuencia de un error de indel en toda la cadena inversa de una familia de cadenas (B2); y (iv) una frecuencia de un
error de indel en una lectura de secuencia (y).

En algunos aspectos, el paso de realizar una prueba de hipdtesis comprende realizar un algoritmo de
maximizacién de multiples parametros. En algunos aspectos, el algoritmo de maximizacién de mdltiples parametros
comprende un algoritmo de Nelder-Mead. En una realizacién, la clasificacién de un indel candidato como un indel
verdadero o un indel introducido comprende (a) maximizar una funcién de probabilidad multiparamétrica, (b)
clasificar un indel candidato como un indel verdadero si el valor de la funcion de probabilidad maxima es mayor que
un valor umbral predeterminado, y (c) clasificar un indel candidato como indel introducido si el valor de la funcién de
probabilidad maxima es menor o igual a un valor umbral predeterminado.

En otro aspecto, la presente divulgacién proporciona un medio legible por ordenador no transitorio que
comprende un cbédigo ejecutable por maquina que, tras la ejecucién por uno 0 mas procesadores informaticos,
implementa un método para generar un conjunto de sefiuelos que comprende identificar una 0 mas regiones
gendmicas de la estructura principal de interés, en donde la identificacién de una o mas regiones gendémicas de la
estructura principal comprende maximizar una funcién de clasificacion de la carga de secuenciacién y la utilidad
asociadas con cada una de las regiones genémicas de la estructura principal; identificar una o mas regiones
gendmicas de puntos criticos de interés; crear un primer conjunto de sefiuelos que capture selectivamente las
regiones gendmicas de interés de la estructura principal; y crear un segundo conjunto de sefiuelos que capture
selectivamente las regiones gendmicas de interés de los puntos criticos, en donde el segundo conjunto de sefiuelos
tiene una mayor eficacia de captura que el primer conjunto de sefiuelos.

En otro aspecto, la presente divulgacién proporciona un medio legible por ordenador no transitorio que
comprende un cédigo ejecutable por maquina que, tras la ejecucién por uno o mas procesadores informaticos,
implementa un método para seleccionar un conjunto de bloques de panel que comprende (a) para cada bloque de
panel, (i) calcular una utilidad del bloque de panel, (ii) calcular una carga de secuenciacién del bloque de panel, y (iii)
calcular una funcion de clasificacion del bloque de panel; y (b) realizar un proceso de optimizacién para seleccionar
un conjunto de bloques de panel que maximiza los valores de la funcion de clasificacion total del bloque de panel
seleccionado.

En otro aspecto, la presente divulgacién proporciona un medio legible por ordenador no transitorio que
comprende un cédigo ejecutable por maquina que, tras la ejecucién por uno o mas procesadores informaticos,
implementa un método para mejorar la precision de detectar una insercion o delecion (indel) a partir de una
pluralidad de lecturas de secuencia derivadas de moléculas de acido desoxirribonucleico libre de células (ADNcf) en
una muestra corporal de un sujeto, dicha pluralidad de lecturas de secuencia siendo generadas por secuenciacion
de &cidos nucleicos, comprende (a) para cada una de la pluralidad de lecturas de secuencia asociadas con
moléculas de ADN libre de células, proporcionar una esperanza predeterminada de un indel que se esta detectando
en una o0 mas lecturas de secuencia de la pluralidad de lecturas de secuencia; una esperanza predetermina de que
un indel detectado sea un indel verdadero presente en una determinada molécula de ADN libre de células de las
moléculas de ADN libre de células, dado que se ha detectado un indel en una o mas lecturas de la secuencia; y una
esperanza predeterminada de que un indel detectado se introduzca por error no biolégico, dado que se ha detectado
un indel en una o mas de las lecturas de la secuencia; (b) proporcionar medidas cuantitativas de uno o mas
parametros del modelo caracteristicos de las lecturas de secuencia generadas por secuenciacion de acidos
nucleicos; (c) detectar uno o mas indeles candidatos en la pluralidad de lecturas de secuencia asociadas con las
moléculas de ADN libre de células; y (d) para cada indel candidato, realizar una prueba de hipétesis usando uno o
mas de los parametros del modelo para clasificar dicho indel candidato como un indel verdadero o un indel
introducido, mejorando de este modo la precision de la deteccion de un indel.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un método para enriquecer mdultiples regiones
gendmicas, que comprende: (a) poner una cantidad predeterminada de &cido nucleico de una muestra en contacto
con una mezcla de sefiuelos que comprende (i) un primer conjunto de sefiuelos que hibrida selectivamente con un
primer conjunto de regiones gendmicas del acido nucleico de la muestra, dicho primer conjunto de sefiuelos se
proporciona a una primera concentracion que es menor que un punto de saturacion del primer conjunto de sefiuelos,
y (ii) un segundo conjunto de sefuelos que hibrida selectivamente con un segundo conjunto de regiones gendémicas
de la muestra de &cidos nucleicos, dicho segundo conjunto de sefiuelos se proporciona a una segunda
concentracion que esta asociada con un punto de saturacion del segundo conjunto de sefiuelos; y (b) enriquecer la
muestra de acidos nucleicos para el primer conjunto de regiones gendmicas y el segundo conjunto de regiones
genodmicas.

En algunas realizaciones, el segundo conjunto de sefuelos tiene un punto de saturaciéon que es mayor que
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sustancialmente todos los puntos de saturacién asociados con los sefiuelos en el segundo conjunto de sefuelos
cuando un sefiuelo del segundo conjunto de sefiuelos se somete a una curva de titulacién generada i) midiendo la
eficiencia de captura de un sefiuelo del segundo sefiuelo puesto como una funcién de la concentracién del sefiuelo,
y (ii) identificando un punto de inflexién dentro de la curva de titulacion, identificando de este modo un punto de
saturacion asociado con el sefiuelo. En algunas realizaciones, el punto de saturacion se selecciona de tal manera
que una eficiencia de captura observada aumenta en menos del 20% a una concentracion del sefiuelo dos veces
mayor que la de la primera concentracion.

En algunas realizaciones, el punto de saturacién se selecciona de tal manera que la eficiencia de captura
observada aumenta en menos del 10% a una concentracion del sefiuelo dos veces mayor que la de la primera
concentracién. En algunas realizaciones, el punto de saturacion se selecciona de tal manera que la eficiencia de
captura observada aumenta en menos del 5% a una concentracion del sefiuelo dos veces mayor que la de la
primera concentracion. En algunas realizaciones, el punto de saturacién se selecciona de tal manera que la
eficiencia de captura observada aumenta menos del 2% a una concentracion del sefiuelo dos veces mayor que la de
la primera concentracion. En algunas realizaciones, el punto de saturacion se selecciona de tal manera que la
eficiencia de captura observada aumenta menos del 1% a una concentracion del sefiuelo dos veces mayor que la de
la primera concentracion.

En algunas realizaciones, el primer conjunto de sefiuelos o el segundo conjunto de sefuelos enriquecen
selectivamente una o mas regiones asociadas al nucleosoma de un genoma, dichas regiones asociadas al
nucleosoma comprendiendo regiones gendémicas que tienen una o mas posiciones de bases gendmicas con
ocupacién nucleosémica diferencial, en donde la ocupacion nucleosémica diferencial es caracteristica de un tipo de
célula o tejido de origen o estado de enfermedad. En algunas realizaciones, la muestra de acidos nucleicos
comprende una muestra de &cidos nucleicos libre de células. En algunas realizaciones, el método comprende
ademas: (c) secuenciar la muestra de acidos nucleicos enriquecida para producir una pluralidad de lecturas de
secuencia. En algunas realizaciones, el método comprende ademas: (d) producir una salida que comprende una
secuencia de acido nucleico representativa de la muestra de acidos nucleicos.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un método para generar un conjunto de sefiuelos que
comprende: (a) identificar una 0 mas regiones genomicas de la estructura principal predeterminadas, en donde la
identificacién de una o mas regiones genémicas de la estructura principal comprende maximizar una funcion de
clasificacion de la carga de secuenciacion y la utilidad asociadas con cada una de las regiones gendmicas de la
estructura principal; (b) identificar una o mas regiones genémicas de puntos criticos predeterminadas, en donde el
uno 0 mas puntos criticos se seleccionan usando uno o mas de los siguientes: (i) maximizar una funcién de
clasificacion de la carga de secuenciacion y la utilidad asociadas con cada uno de las regiones gendmicas de puntos
criticos, (ii) hacer perfiles de nucleosomas a través de una o mas regiones genomicas predeterminadas, (iii)
mutaciones impulsoras de cancer predeterminadas o prevalencia en una cohorte de pacientes relevante, y (iv)
mutaciones impulsoras del cancer identificadas empiricamente; (c) crear un primer conjunto de sefiuelos que capture
selectivamente las regiones gendmicas de la estructura principal predeterminadas; y (d) crear un segundo conjunto
de sefiuelos que capture selectivamente las regiones gendmicas de puntos criticos predeterminadas, en donde el
segundo conjunto de sefuelos tiene una mayor eficacia de captura que el primer conjunto de sefiuelos. En algunas
realizaciones, una region predeterminada (por ejemplo, una region de la estructura principal predeterminada o una
region de punto critico predeterminada) es una region de interés (por ejemplo, una region de estructura principal de
interés o una region de punto critico de interés, respectivamente).

En algunos aspectos, la identificacion de uno o mas punto criticos predeterminados comprende usar un
procesador informatico programado para clasificar un conjunto de regiones genémicas de puntos criticos en base a
una funcién de clasificacion de carga de secuenciacién y utilidad asociadas con cada una de las regiones genémicas
de puntos criticos. En algunas realizaciones, la identificacién de una o mas regiones genomicas de la estructura
principal predeterminadas comprende: (i) clasificar un conjunto de regiones gendémicas de la estructura principal en
base a una funcion de clasificacion de la carga de secuenciacion y la utilidad asociadas con cada una de las
regiones genomicas de la estructura principal predeterminadas; (ii) utilizar un conjunto de valores de frecuencia de
alelos menores (MAF) determinados empiricamente o la clonalidad de una variante medida por su MAF con respecto
a la mayor mutacion impulsora o clonal presunta en una muestra; o (iii) una combinacion de (i) y (ii).

En algunos aspectos, la carga de secuenciacion de una regién gendémica se calcula multiplicando entre si
uno o mas de: (i) el tamano de la regién gendmica en pares de bases, (ii) la fraccion relativa de lecturas gastadas en
la secuenciacién de fragmentos que mapean el regiéon gendmica, (iii) cobertura relativa como resultado del sesgo de
secuencia de la regién gendmica, (iv) cobertura relativa como resultado del sesgo de amplificacion de la region
gendmica, y (v) cobertura relativa como resultado del sesgo de captura de la regién gendémica. En algunas
realizaciones, la utilidad de una region gendmica se calcula multiplicando entre si una o mas de: (i) frecuencia de
una o mas mutaciones procesables en la regién gendmica, (ii) frecuencia de una o mas mutaciones asociadas con
frecuencias alélicas menores (MAF) por encima de la media en la regién genémica, (iii) fraccion de pacientes en una
cohorte que alberga una mutacion somatica dentro de la regién gendmica, (iv) suma de MAF para variantes en
pacientes en una cohorte, dichos pacientes teniendo una mutaciéon somatica dentro de la regién genémica, y (v)
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proporcion de (1) MAF para variantes en pacientes en una cohorte, dichos pacientes albergando una mutacion
somatica dentro de la region gendmica, a (2) MAF maximo para un paciente dado en la cohorte.

En algunos aspectos, las mutaciones procesables comprenden una o mas de: (i) mutaciones modificables
con farmacos, (ii) mutaciones para monitorizacion terapéutica, (iii) mutaciones especificas de la enfermedad, (iv)
mutaciones especificas del tejido, (v) mutaciones especificas de tipo celular, (vi) mutaciones de resistencia y (vii)
mutaciones de diagnostico. En algunos aspectos, las mutaciones asociadas con frecuencias de alelos menores mas
altas comprenden una o mas mutaciones impulsoras 0 se conocen a partir de datos externos o fuentes de
anotaciones.

En otro aspecto, la presente divulgaciéon proporciona un método que comprende: (a) proporcionar una
pluralidad de mezclas de sefiuelos, en donde cada mezcla de sefiuelos comprende un primer conjunto de sefiuelos
que hibrida selectivamente con un primer conjunto de regiones genémicas y un segundo conjunto de sefiuelos que
hibrida selectivamente con un segundo conjunto de regiones gendmicas, y en donde las mezclas de sefuelos
comprenden el primer conjunto de sefiuelos a diferentes concentraciones y el segundo conjunto de sefuelos a las
mismas concentraciones; (b) poner en contacto cada mezcla de sefiuelos con una muestra de acidos nucleicos para
capturar el acido nucleico de la muestra con los conjuntos de sefiuelos, en donde el segundo conjunto de sefuelos
en cada mezcla se proporciona a una concentracion que esta en o por encima del punto de saturaciéon del segundo
conjunto de sefuelos, en donde el acido nucleico de la muestra es capturado por los conjuntos de sefiuelos; (c)
secuenciar una porcion de los acidos nucleicos capturados con cada mezcla de sefiuelos para producir conjuntos de
lecturas de secuencia dentro de un nimero asignado de lecturas de secuencia; (d) determinar la profundidad de
lectura de las lecturas de secuencia para el primer conjunto de sefiuelos y el segundo conjunto de sefiuelos para
cada mezcla de sefuelos; y (e) identificar por lo menos una mezcla de sefuelos que proporcione profundidades de
lectura para el segundo conjunto de regiones gendmicas; en donde la profundidad de lectura para el segundo
conjunto de regiones genémicas proporciona una sensibilidad de deteccion de por lo menos un 0,0001%.

En algunas realizaciones, el segundo conjunto de sefiuelos tiene un punto de saturacion cuando se somete
a titulacion, dicha titulacion comprende: generar una curva de titulacién que comprende: (i) medir la eficiencia de
captura del segundo conjunto de sefiuelos en funcién de la concentracién del sefiuelos y (ii) identificar un punto de
inflexion dentro de la curva de titulacién, identificando de este modo un punto de saturacién asociado con el segundo
conjunto de sefuelos.

En algunas realizaciones, el punto de saturacién se selecciona de tal manera que la eficiencia de captura
observada aumente en menos del 20% a una concentracion del sefiuelo dos veces mayor que la de la primera
concentracién. En algunas realizaciones, el punto de saturacion se selecciona de tal manera que la eficiencia de
captura observada aumente en menos del 10% a una concentracion del sefiuelo dos veces mayor que la de la
primera concentracion. En algunas realizaciones, el punto de saturacién se selecciona de tal manera que la
eficiencia de captura observada aumente en menos del 5% a una concentracion del sefiuelo dos veces mayor que la
de la primera concentracién. En algunas realizaciones, el punto de saturacion se selecciona de tal manera que la
eficiencia de captura observada aumente menos del 2% a una concentracion del sefiuelo dos veces mayor que la de
la primera concentracion. En algunas realizaciones, el punto de saturacion se selecciona de tal manera que la
eficiencia de captura observada aumente menos del 1% a una concentracion del sefiuelo dos veces mayor que la de
la primera concentracion.

En algunos aspectos, el primer conjunto de sefiuelos o el segundo conjunto de sefuelos enriquecen
selectivamente una o mas regiones asociadas a nucleosomas de un genoma, dichas regiones asociadas a
nucleosomas comprendiendo regiones gendmicas que tienen una o mas posiciones de bases gendmicas con
ocupacién nucleosémica diferencial, en donde la ocupacion nucleosémica diferencial es caracteristica de un tipo de
origen o enfermedad de una célula o tejido. En algunas realizaciones, el primer conjunto de regiones genémicas o
las segundas regiones genomicas comprenden una o mas mutaciones procesables, en donde la una o mas
mutaciones procesables comprenden una o mas de: (i) mutaciones modificables con farmacos, (ii) mutaciones para
monitorizacién terapéutica, (iii) mutaciones especificas de la enfermedad, (iv) mutaciones especificas del tejido, (v)
mutaciones especificas del tipo de célula, (vi) mutaciones de resistencia y (vii) mutaciones de diagnédstico.

En algunos aspectos, la primera y segunda regiones genémicas comprenden por lo menos una porcion de
cada uno de por lo menos 5 genes seleccionados de la Tabla 3. En algunas realizaciones, la primera y la segunda
regiones gendmicas tienen un tamano entre aproximadamente 25 kilobases y 1.000 kilobases y una profundidad de
lectura de entre 1.000 recuentos/base y 50.000 recuentos/base.

En un aspecto, la presente divulgacién proporciona un método para enriquecer multiples regiones
gendmicas, que comprende: (a) poner una cantidad predeterminada de &cido nucleico de una muestra en contacto
con una mezcla de sefiuelos que comprende: (i) un primer conjunto de sefiuelos que hibrida selectivamente con un
primer conjunto de regiones gendémicas del &cido nucleico de la muestra, dicho primer conjunto de sefiuelos se
proporciona a una primera concentracion que es menor que un punto de saturacién del primer conjunto de sefiuelos,
y (ii) un segundo conjunto de sefuelos que hibrida selectivamente con un segundo conjunto de regiones gendémicas
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del &cido nucleico de la muestra, dicho segundo conjunto de sefiuelos se proporciona a una segunda concentracion
que esta en o por encima del punto de saturacién del segundo conjunto de sefuelos; y (b) enriquecer el &acido
nucleico de la muestra para el primer conjunto de regiones genémicas y el segundo conjunto de regiones
genodmicas, produciendo de este modo un &cido nucleico enriquecido.

En algunas realizaciones, el segundo conjunto de sefiuelos tiene un punto de saturaciéon que es mayor que
sustancialmente todos los puntos de saturacién asociados con los sefiuelos en el segundo conjunto de sefuelos
cuando un sefiuelo del segundo conjunto de sefiuelos se somete a una curva de titulacion generada (i) midiendo la
eficiencia de captura de un sefiuelo del segundo conjunto de sefiuelos en funcién de la concentracion del sefuelo, y
(i) identificando un punto de inflexién dentro de la curva de titulacién, identificando de este modo un punto de
saturacion asociado con el sefiuelo. En algunas realizaciones, el punto de saturacién del primer conjunto de
sefuelos se selecciona de tal manera que la eficiencia de captura observada aumente en menos del 10% a una
concentracién del sefiuelo dos veces mayor que la de la primera concentracion. En algunas realizaciones, el primer
conjunto de sefiuelos o el segundo conjunto de sefiuelos se enriquecen selectivamente para una o mas regiones
asociadas a nucleosomas de un genoma, las regiones asociadas a nucleosomas comprendiendo regiones
gendmicas que tienen una o mas posiciones de bases genémicas con ocupacion nucleosdémica diferencial, en donde
la ocupacion nucleosdmica diferencial es caracteristica de un tipo de célula o tejido de origen o estado patolégico.
En algunas realizaciones, el método comprende ademas (c) secuenciar el acido nucleico enriquecido para producir
una pluralidad de lecturas de secuencia. En algunas realizaciones, el método comprende ademas (d) producir una
salida que comprende secuencias de acido nucleico representativas del acido nucleico de la muestra.

En un aspecto, la presente divulgacién proporciona un método que comprende: (a) proporcionar una
pluralidad de mezclas de sefiuelos, en donde cada una de la pluralidad de mezclas de sefiuelos comprende un
primer conjunto de sefuelos que hibrida selectivamente con un primer conjunto de regiones gendmicas y un
segundo conjunto de sefiuelos que hibrida selectivamente con un segundo conjunto de regiones gendmicas, en
donde el primer conjunto de sefiuelos esta a diferentes concentraciones en la pluralidad de mezclas de sefiuelos y el
segundo conjunto de sefuelos estd a la misma concentracion en la pluralidad de mezclas de sefuelos; (b) poner en
contacto cada una de la pluralidad de mezclas de sefiuelos con una muestra de acidos nucleicos para capturar
acidos nucleicos de la muestra de acidos nucleicos con el primer conjunto de sefiuelos y el segundo conjunto de
sefuelos, en donde el segundo conjunto de sefuelos en cada mezcla de sefiuelos se proporciona a una primera
concentracién que esta en o por encima de un punto de saturacién del segundo conjunto de sefiuelos, en donde los
acidos nucleicos de la muestra de acidos nucleicos son capturados por el primer conjunto de sefiuelos y el segundo
conjunto de sefiuelos; (c) secuenciar una porcién de los acidos nucleicos capturados con cada mezcla de sefiuelos
para producir conjuntos de lecturas de secuencia dentro de un numero asignado de lecturas de secuencia; (d)
determinar la profundidad de lectura de las lecturas de secuencia para el primer conjunto de sefiuelos y el segundo
conjunto de sefiuelos para cada mezcla de sefiuelos; y (e) identificar por lo menos una mezcla de sefuelos que
proporcione profundidades de lectura para el segundo conjunto de regiones genémicas; en donde las profundidades
de lectura para el segundo conjunto de regiones gendmicas proporciona una sensibilidad de deteccion de una
variante genética de por lo menos el 0,0001% de frecuencia de alelos menores (MAF). En algunas realizaciones, los
pasos (d) y/o (e) son opcionales.

En algunas realizaciones, el segundo conjunto de sefiuelos tiene un punto de saturacion cuando se somete
a titulacion, dicha titulacién comprende generar una curva de titulacion que comprende: (i) medir la eficiencia de
captura del segundo conjunto de sefiuelos en funcién de la concentracion de los sefuelos; y (ii) identificar un punto
de inflexién dentro de la curva de titulacién, identificando de este modo un punto de saturacion asociado con el
segundo conjunto de sefiuelos. En algunas realizaciones, el punto de saturacion se selecciona de tal manera que
una eficiencia de captura observada aumenta en menos del 10% a una concentracién del conjunto de sefiuelos
veces mayor que la de la primera concentracion. En algunas realizaciones, el primer conjunto de sefiuelos o el
segundo conjunto de sefiuelos enriquecen selectivamente una o méas regiones asociadas a nucleosomas de un
genoma, las regiones asociadas a nucleosomas comprendiendo regiones gendmicas que tienen una o mas
posiciones de bases gendémicas con ocupacion nucleosémica diferencial, en donde la ocupacion nucleosémica
diferencial es caracteristica de un tipo de célula o tejido de origen o estado patolégico. En algunas realizaciones, el
primer conjunto de regiones gendémicas comprende una 0 mas mutaciones procesables, en donde la una o mas
mutaciones procesables comprenden una o mas de: (i) mutaciones modificables con farmacos, (ii) mutaciones para
monitorizacién terapéutica, (iii) mutaciones especificas de la enfermedad, (iv) mutaciones especificas del tejido, (v)
mutaciones especificas del tipo celular, (vi) mutaciones de resistencia y (vii) mutaciones de diagnéstico. En algunas
realizaciones, las primeras regiones gendémicas comprenden por o menos una porcién de cada uno de por |0 menos
5 genes seleccionados de la Tabla 1. En algunas realizaciones, las primeras regiones genémicas tienen un tamano
entre aproximadamente 25 kilobases y 1000 kilobases y una profundidad de lectura de entre 1.000 recuentos/base y
50.000 recuentos/base. En algunas realizaciones, el punto de saturacion del segundo conjunto de sefiuelos se
selecciona de tal manera que la eficiencia de captura observada aumenta en menos del 10% a una concentracion
del sefiuelo dos veces mayor que la de la segunda concentracion. En algunas realizaciones, el segundo conjunto de
regiones gendmicas comprende una o mas mutaciones procesables, en donde la una o mas mutaciones
procesables comprenden una o mas de: (i) mutaciones modificables con farmacos, (i) mutaciones para
monitorizacién terapéutica, (iii) mutaciones especificas de la enfermedad, (iv) mutaciones especificas del tejido, (v)
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mutaciones especificas del tipo celular, (vi) mutaciones de resistencia y (vii) mutaciones de diagnéstico. En algunas
realizaciones, las segundas regiones gendémicas comprenden por lo menos una porcién de cada uno de por lo
menos 5 genes seleccionados de la Tabla 1. En algunas realizaciones, las segundas regiones genémicas tienen un
tamano entre aproximadamente 25 kilobases y 1000 kilobases y una profundidad de lectura de entre 1000
recuentos/base y 50.000 recuentos/base.

Los aspectos y ventajas adicionales de la presente divulgacion resultaran facilmente evidentes para los
expertos en esta técnica a partir de la siguiente descripcion detallada, en la que sélo se muestran y describen
realizaciones ilustrativas de la presente divulgacion. Como se comprenderd, la presente divulgacion es capaz de
otras realizaciones diferentes, y sus varios detalles son susceptibles de modificaciones en varios aspectos obvios,
todo sin apartarse de la divulgacion. Por consiguiente, los dibujos y la descripcion deben considerarse de naturaleza
ilustrativa y no restrictiva. La US2012/208706 A1 (DOWNING ET AL.) y la US2016/28161 A1 (JAROSZ MIRNA [US]
ET AL) describen el uso de conjuntos de sefiuelos para enriquecer multiples regiones genémicas.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Las caracteristicas novedosas de la divulgacién se exponen con particularidad en las reivindicaciones
adjuntas. Se obtendra una mejor comprensién de las caracteristicas y ventajas de la presente divulgacion haciendo
referencia a la siguiente descripcion detallada que expone realizaciones ilustrativas, en las que se utilizan los
principios de la divulgacion, y los dibujos acompafiantes (también "Figura" y "FIG." en la presente), de los cuales:

La FIG. 1 ilustra como pueden generarse una pluralidad de lecturas para cada locus enriquecido a partir de una
muestra de &cido nucleico libre de células.

La FIG. 2 ilustra un ejemplo de insercion con el apoyo de una familia grande. La FIG. 3 ilustra un ejemplo de
familias de lecturas pequefas (que pueden parecer proporcionar evidencia de una variante real) y familias de
lecturas grandes (que pueden indicar un probable error aleatorio derivado de la PCR o la secuenciacion).

La FIG. 4 ilustra los varios parametros que pueden usarse en una prueba de hip6tesis y como cada parametro
puede estar relacionado con una probabilidad particular, por ejemplo, de una familia de lecturas que coinciden
con una referencia, de lecturas de una cadena que coinciden con una referencia, y de una lectura que coincide
con una referencia

La FIG. 5 ilustra un ejemplo de un sistema informatico que puede programarse o configurarse de otro modo para
implementar los métodos de la presente divulgacion.

La FIG. 6 ilustra una curva de saturacion ejemplar que muestra un recuento de moléculas Unicas en el eje y
como una funcién de la cantidad de ADNcf de entrada en el gje x.

DESCRIPCION DETALLADA

Aunque en la presente se han mostrado y descrito varias realizaciones de la invencién, serd obvio para los
expertos en la técnica que tales realizaciones se proporcionan a modo de ejemplo solamente. A los expertos en la
técnica se les pueden ocurrir numerosas variaciones, cambios y sustituciones sin apartarse de la invencién. Debe
entenderse que pueden emplearse varias alternativas a las realizaciones de la invencion descritas en la presente.

El término "variante genética”, como se usa en la presente, se refiere de manera general a una alteracion,
variante o polimorfismo en una muestra de acidos nucleicos o genoma de un sujeto. Tal alteracion, variante o
polimorfismo puede ser con respecto a un genoma de referencia, que puede ser un genoma de referencia del sujeto
u otro individuo. Los polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) son una forma de polimorfismos. En algunos
ejemplos, uno o mas polimorfismos comprenden una o mas variaciones de un solo nucleétido (SNV), inserciones,
deleciones, repeticiones, pequefas inserciones, pequenas deleciones, pequenas repeticiones, uniones de variantes
estructurales, repeticiones en tandem de longitud variable y/o secuencias flanqueantes. Las variaciones del nimero
de copias (CNV), las transversiones y otros reordenamientos también son formas de variacion genética. Una
alteracion gendémica puede ser un cambio de base, insercién, delecién, repeticion, variacién del nimero de copias, 0
transversion.

El término "polinucleétido” o "acido polinucleico” como se usa en la presente, se refiere de manera general
a una molécula que comprende una o mas subunidades de &cido nucleico (una "molécula de acido nucleico"). Un
polinucleétido puede incluir una o mas subunidades seleccionadas entre adenosina (A), citosina (C), guanina (G),
timina (T) y uracilo (U), o variantes de los mismos. Un nucleétido puede incluir A, C, G, T o U, o variantes de los
mismos. Un nucleétido puede incluir cualquier subunidad que pueda incorporarse en una cadena de acido nucleico
en crecimiento. Dicha subunidad puede ser una A, C, G, T o U, o cualquier otra subunidad que sea especifica de
una o mas A, C, G, T o U complementarias, 0 complementarias a una purina (es decir, A o G, o variante de la
misma) o una pirimidina (es decir, C, T o U, o variante de la misma). La identificaciéon de una subunidad puede
permitir que se resuelvan bases de acidos nucleicos individuales o grupos de bases (por ejemplo, AA, TA, AT, GC,
CG, CT, TC, GT, TG, AC, CA o contrapartidas de uracilo de los mismos). En algunos ejemplos, un polinucleétido es
acido desoxirribonucleico (ADN) o acido ribonucleico (ARN), o derivados de los mismos. Un polinucleétido puede ser
de cadena sencilla o de cadena doble.
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Un polinucleétido puede comprender cualquier tipo de &acido nucleico, como ADN y/o ARN. Por ejemplo, si
un polinucleétido es ADN, puede ser ADN gendémico, ADN complementario (ADNc) o cualquier otro acido
desoxirribonucleico. Un polinucleétido puede ser un acido nucleico libre de células. Como se usa en la presente, los
términos 4acido nucleico libre de células y &acido nucleico extracelular pueden usarse indistintamente. Un
polinucleétido puede ser ADN libre de células (ADNcf). Por ejemplo, el polinucleétido puede ser ADN circulante. El
ADN circulante puede comprender ADN tumoral circulante (ADNCcf). Los &cidos nucleicos extracelulares o libres de
células pueden derivarse de cualquier fluido corporal, incluyendo pero no limitado a, sangre completa, plaquetas,
suero, plasma, liquido sinovial, liquido linfatico, liquido ascitico, liquido intersticial o extracelular, el liquido en los
espacios entre células, liquido crevicular gingival, médula dsea, liquido cefalorraquideo, saliva, mucosidad, esputo,
semen, sudor, orina, liquido o lavado cervical, liquido o lavado vaginal, lavado o glandula mamaria y/o cualquier
combinacion de los mismos. En algunas realizaciones, los acidos nucleicos extracelulares o libres de células pueden
derivarse del plasma. En algunas realizaciones, puede procesarse un fluido corporal que contiene células para
eliminar las células para purificar y/o extraer acidos nucleicos extracelulares o libres de células. Un polinucleétido
puede ser de cadena sencilla o de cadena doble. Alternativamente, un polinucleétido puede comprender una
combinacion de una porcidon de cadena doble y una porcidén de cadena sencilla.

Los polinucleétidos no tienen que estar libres de células. En algunos casos, los polinucleétidos pueden
aislarse de una muestra. Una muestra puede ser una composicion que comprende un analito. Por ejemplo, una
muestra puede ser cualquier muestra biolégica aislada de un sujeto que incluye, sin limitacion, fluido corporal,
sangre completa, plaquetas, suero, plasma, heces, glébulos rojos, glébulos blancos o leucocitos, células
endoteliales, biopsias de tejido, liquido sinovial, liquido linfatico, liquido ascitico, liquido intersticial o extracelular, el
liquido en los espacios entre las células, incluyendo el liquido crevicular gingival, la médula 6sea, el liquido
cefalorraquideo, la saliva, la mucosa, el esputo, el semen, el sudor, la orina o cualquier otro liquido corporal, y/o
cualquier combinacion de los mismos. Un fluido corporal puede incluir saliva, sangre o suero. Por ejemplo, un
polinucleétido puede ser ADN libre de células aislado de un fluido corporal, por ejemplo, sangre o suero. Una
muestra también puede ser una muestra de tumor, que puede obtenerse de un sujeto mediante varios enfoques, que
incluyen pero no estan limitados a, puncién venosa, excrecién, eyaculacion, masaje, biopsia, aspiracién con aguja,
lavado, raspado, incision quirdrgica o intervencion u otros enfoques. En algunas realizaciones, una muestra es una
muestra de acido nucleico, por ejemplo, una muestra de acido nucleico purificada. En algunas realizaciones, una
muestra de acidos nucleicos comprende ADN libre de células (ADNcf). Un analito en una muestra puede estar en
varias etapas de pureza. Por ejemplo, puede tomarse una muestra bruta directamente de un sujeto que puede
contener el analito en un estado no purificado. Una muestra también puede enriquecerse para un analito. Un analito
también puede estar presente en la muestra en forma aislada o sustancialmente aislada.

Los polinucleétidos pueden comprender secuencias asociadas con cancer, como leucemia linfoblastica
aguda (LLA), leucemia mieloide aguda (LMA), carcinoma adrenocortical, sarcoma de Kaposi, cancer anal, carcinoma
de células basales, cancer de vias biliares, cancer de vejiga, cancer de huesos, osteosarcoma, histiocitoma fibroso
maligno, glioma de tronco encefalico, cancer de cerebro, craneofaringioma, ependimoblastoma, ependimoma,
meduloblastoma, meduloeptitelioma, tumor de parénquima pineal, cancer de mama, tumor bronquial, linfoma de
Burkitt, linfoma no de Hodgkin, tumor carcinoide, cancer cervical, cordoma, leucemia linfocitica cronica (LLC),
leucemia mielégena crénica (LMC), cancer de colon, cancer colorrectal, linfoma de células T cutaneo, carcinoma
ductal in situ, cancer de endometrio, cancer de eséfago, sarcoma de Ewing, cancer de ojo, melanoma intraocular,
retinoblastoma, histiocitoma fibroso, cancer de vesicula biliar, cancer gastrico, glioma, leucemia de células pilosas,
cancer de cabeza y cuello, cancer de corazén, cancer hepatocelular (de higado), linfoma de Hodgkin, cancer de
hipofaringe, cancer de rifién, cancer de laringe, cancer de labios, cancer de cavidad oral, cancer de pulmén,
carcinoma de células no pequefas, carcinoma de células pequefias, melanoma, cancer de boca, sindromes
mielodisplasicos, mieloma multiple, meduloblastoma, cancer de cavidad nasal, cancer de seno paranasal,
neuroblastoma, cancer nasofaringeo, cancer oral, cancer orofaringeo, osteosarcoma, cancer de ovario, cancer de
pancreas, papilomatosis, paraganglioma, cancer de paratiroides, cancer de pene, cancer de faringe, tumor pituitario,
neoplasia de células plasmaticas, cancer de préstata, cancer de recto, cancer de células renales, rabdomiosarcoma,
cancer de glandulas salivales, sindrome de Sezary, cancer de piel, no melanoma, cancer de intestino delgado,
sarcoma de tejido blando, carcinoma de células escamosas, cancer de testiculo, cancer de garganta, timoma, cancer
de tiroides, cancer de uretra, cancer de Uutero, sarcoma de Utero, cancer de vagina, cancer de vulva,
macroglobulinemia de Waldenstrom y/o tumor de Wilms.

Una muestra puede comprender varias cantidades de acido nucleico que contiene equivalentes de genoma.
Por ejemplo, una muestra de aproximadamente 30 ng de ADN puede contener aproximadamente 10.000 (10%)
equivalentes de genoma humano haploide y, en el caso de ADNcf aproximadamente 200 billones (2 x 10'")
moléculas de polinucleétidos individuales. De manera similar, una muestra de aproximadamente 100 ng de ADN
puede contener aproximadamente 30.000 equivalentes de genoma humano haploide y, en el caso de ADNCcH,
aproximadamente 600 billones de moléculas individuales.

Una muestra puede comprender acidos nucleicos de diferentes fuentes. Por ejemplo, una muestra puede
comprender ADN de linea germinal o ADN somatico. Una muestra puede comprender &cidos nucleicos portadores
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de mutaciones. Por ejemplo, una muestra puede comprender ADN que porta mutaciones de la linea germinal y/o
mutaciones somaticas. Una muestra también puede comprender ADN que porta mutaciones asociadas con el cancer
(por ejemplo, mutaciones somaticas asociadas con el cancer).

El término "sujeto”, como se usa en la presente, se refiere de manera general a un animal, como una
especie de mamifero (por ejemplo, un humano) o una especie de ave (por ejemplo, un pajaro), u otro organismo,
como una planta. Mas especificamente, el sujeto puede ser un vertebrado, un mamifero, un ratén, un primate, un
simio 0 un humano. Los animales incluyen, pero no estan limitados a, animales de granja, animales deportivos y
mascotas. Un sujeto puede ser un individuo sano, un individuo que tiene o se sospecha que tiene una enfermedad o
predisposicion a la enfermedad, o un individuo con necesidad de terapia o que se sospecha que necesita terapia. Un
sujeto puede ser un paciente.

El término "genoma", como se usa en la presente, se refiere de manera general a la totalidad de la
informacién hereditaria de un organismo. Un genoma puede estar codificado en ADN o en ARN. Un genoma puede
comprender regiones codificantes que codifican proteinas, asi como regiones no codificantes. Un genoma puede
incluir la secuencia de todos los cromosomas juntos en un organismo. Por ejemplo, el genoma humano tiene un total
de 46 cromosomas. La secuencia de todos estos juntos puede constituir un genoma humano. Un genoma puede
comprender un genoma diploide o haploide.

El término "sefiuelo”, como se usa en la presente, se refiere de manera general a un oligonucleétido
especifico del objetivo (por ejemplo, una sonda de captura) disefiado y usado para capturar regiones gendémicas
especificas de interés (por ejemplo, objetivos o regiones gendémicas de interés predeterminadas). El sefiuelo puede
capturar sus objetivos previstos hibridando selectivamente con acidos nucleicos complementarios.

El término "panel de sefiuelos" o "panel de conjuntos de sefiuelos", como se usa en la presente, se refiere
de manera general a un conjunto de sefuelos dirigidos hacia un conjunto seleccionado de regiones gendmicas de
interés. Puede hacerse referencia a un panel de sefiuelos o un panel de conjuntos de sefiuelos como mezcla de
sefiuelos. El panel de sefiuelos puede capturar sus objetivos previstos en un solo paso de hibridacién selectiva.

El término "precision" de detectar una variante genética (por ejemplo, un indel), como se usa en la presente,
se refiere de manera general al porcentaje de variantes genéticas candidatas (por ejemplo, detectadas) detectadas
mediante el andlisis de una o0 mas lecturas de secuencia que son identificada como una variante genética verdadera
atribuible al origen bioldgico (por ejemplo, no atribuible a un error introducido, como el derivado del error de
secuenciacion o amplificacion). El término "tasa de error" de deteccion de una variante genética (por ejemplo, un
indel), como se usa en la presente, se refiere de manera general al porcentaje de variantes genéticas candidatas
(por ejemplo, detectadas) detectadas a través del andlisis de una o mas lecturas de secuencia que se identifican
como una variante genética introducida atribuible a un origen no biolégico (por ejemplo, error de secuenciacion o
amplificacion). Por ejemplo, si el andlisis de una o mas lecturas de secuencia identifica 100 variantes genéticas
candidatas, de las cuales 90 son atribuibles a un origen biolégico y 10 se atribuyen a un origen no biolégico,
entonces este analisis tiene una precision de deteccion de la variante genética del 90% y una tasa de error del 10%.

El término "aproximadamente" y sus equivalentes gramaticales en relacion a un valor numérico de
referencia pueden incluir un intervalo de valores hasta mas o menos el 10% de ese valor. Por ejemplo, la cantidad
"aproximadamente 10" puede incluir cantidades de 9 a 11. En otras realizaciones, el término "aproximadamente" en
relacién a un valor numérico de referencia puede incluir un intervalo de valores mas o menos el 10%, 9%, 8%, 7%,
6%, 5%, 4%, 3%, 2% 0 1% de ese valor.

El término "por lo menos" y sus equivalentes gramaticales en relacién a un valor numérico de referencia
pueden incluir el valor numérico de referencia y mas de ese valor. Por ejemplo, la cantidad "por lo menos 10" puede
incluir el valor 10 y cualquier valor numérico superior a 10, como 11, 100 y 1.000.

El término "como maximo" y sus equivalentes gramaticales en relaciéon a un valor numérico de referencia
pueden incluir el valor numérico de referencia y menos de ese valor. Por ejemplo, la cantidad "como méaximo 10"
puede incluir el valor 10 y cualquier valor numérico menor de 10, como 9, 8,5,1,0,5y 0,1.

Los términos "procesamiento”, "calculo" y "comparacion” pueden usarse indistintamente. El término puede
referirse a determinar una diferencia, por ejemplo, una diferencia en nimero o secuencia. Por ejemplo, pueden
procesarse valores o secuencias de expresion génica, variacion del nimero de copias (CNV), indel y/o variantes de
un solo nucleétido (SNV).

La presente divulgacion proporciona métodos y sistemas para el analisis de resolucion multiple de acidos
nucleicos libres de células (por ejemplo, acido desoxirribonucleico (ADN)), en los que las regiones gendmicas
objetivo de interés pueden enriquecerse con sondas de captura ("sefiuelos") seleccionados para uno o mas paneles
de conjuntos de sefiuelos que usan un esquema de colocacién en mosaico y captura diferencial. Un esquema de
colocacion en mosaico y captura diferencial usa conjuntos de sefiuelos de diferentes concentraciones relativas para
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colocar en mosaico diferencialmente (por ejemplo, a diferentes "resoluciones") a través de las regiones gendémicas
asociadas con los sefiuelos, sujeto a un conjunto de restricciones (por ejemplo, restricciones del secuenciador como
la carga de secuenciacion, la utilidad de cada sefiuelo, etc.), y capturarlos al nivel deseado para secuenciarlos en
sentido descendente. Estas regiones genémicas objetivo de interés pueden incluir variantes de un solo nucleétido
(SNV) e indeles (es decir, inserciones o eliminaciones). Las regiones gendémicas objetivo de interés pueden
comprender regiones gendmicas de interés de la estructura principal ("regiones de la estructura principal") o
regiones gendmicas de interés de puntos criticos ("regiones de punto critico" o "puntos criticos"). Mientras que
"puntos criticos" pueden referirse a loci particulares asociados con variantes de secuencia, las regiones de
"estructura principal" pueden referirse a regiones gendémicas mas grandes, cada una de las cuales puede tener una
0 mas variantes de secuencia potenciales. Por ejemplo, una regiéon de la estructura principal puede ser una regién
que contiene una 0 mas mutaciones asociadas con el cancer, mientras que un punto critico puede ser un locus con
una mutacion particular asociada con el cancer recurrente. Tanto las regiones gendémicas de la estructura principal
como de puntos criticos de interés pueden comprender genes marcadores relevantes para el tumor que se incluyen
comunmente en los ensayos de biopsia liquida (por ejemplo, BRAF, BRCA, EGFR, KRAS, PIK3CA, ROS1, TP53 y
otros), para los cuales puede esperarse que se vean una 0 mas variantes en sujetos con cancer.

Entre el conjunto de genes marcadores relevantes para el tumor que pueden seleccionarse para su
inclusién en un panel de conjuntos de sefuelos, las regiones genémicas de puntos criticos de interés pueden
seleccionarse para estar representadas por una proporcién mas alta de lecturas de secuencia en comparacioén con
las regiones gendmicas de la estructura principal de interés en el protocolo experimental. Este protocolo
experimental puede comprender pasos que incluyen aislamiento, amplificacion, captura, secuenciacion y analisis de
datos. La seleccién de regiones como regiones de punto critico o regiones de la estructura principal puede estar
impulsada por consideraciones como la eficiencia de captura, la carga de secuenciacion y/o la utilidad asociada con
cada una de las regiones y su sefuelo correspondiente. La utilidad puede evaluarse por la relevancia clinica (por
ejemplo, "valor clinico") de un marcador genémico de interés (por ejemplo, un marcador tumoral) hacia un ensayo de
biopsia liquida, por ejemplo, mutaciones impulsoras de cancer predeterminadas, regiones gendmicas con
prevalencia en una cohorte de pacientes relevante, mutaciones impulsoras de cancer identificadas empiricamente o
regiones genomicas asociadas a nucleosomas. Por ejemplo, la utilidad puede medirse mediante una métrica
representativa del rendimiento esperado de variantes genéticas procesables y/o asociadas a enfermedades en la
deteccion o contribucion para determinar el tejido de origen o el estado patolégico de una muestra. La utilidad puede
ser una funcién de valor clinico que aumenta monétonamente.

Como cada ciclo de secuenciacion de una muestra dada de acidos nucleicos libres de células esta
tipicamente limitado por un cierto nimero total de lecturas, un enfoque de andlisis de resolucion mdltiple para
generar un panel de conjuntos de sefiuelos que enriquece preferentemente las "regiones de punto critico” en
comparacién con las regiones de la estructura principal, permitira el uso eficiente de las lecturas de secuenciacién
para la deteccion de variantes genéticas para aplicaciones de deteccién y evaluaciéon del cancer, al enfocar la
secuenciacion a profundidades de lectura mas altas para las regiones de punto critico sobre las regiones de la
estructura principal. El uso de este enfoque puede permitir la mejora de un ensayo de muestra, dada una carga de
secuenciacion limitada o restringida (por ejemplo, numero de lecturas secuenciadas por muestra analizada), de tal
manera que pueda detectarse un mayor nimero de variantes genéticas clinicamente procesables por ensayo de
muestra en comparacion con un ensayo de muestra no optimizado.

La presente divulgacion proporciona métodos para mejorar la precisién de la deteccion de una insercion o
delecion (indel) de una pluralidad de lecturas de secuencia derivadas de moléculas de acido desoxirribonucleico libre
de células (ADNcf) en una muestra corporal de un sujeto, dicha pluralidad de lecturas de secuencia se generan
mediante secuenciacién de acidos nucleicos. Para cada una de la pluralidad de lecturas de secuencia asociadas con
moléculas de ADNcf puede identificarse un indel candidato. Cada indel candidato puede clasificarse como un indel
verdadero o un indel introducido, usando una combinacién de esperanzas predeterminadas de (i) que se detecte un
indel en una o mas lecturas de secuencia de la pluralidad de lecturas de secuencia, (ii) que un indel detectado sea
un indel verdadero presente en una molécula de ADNcf dada de las moléculas de ADN libre de células, dado que se
ha detectado un indel en una o més de las lecturas de secuencia, y/o (iii) que un indel detectado sea introducido por
error no bioldgico, dado que se ha detectado un indel en una o mas lecturas de la secuencia, junto con uno o mas
parametros del modelo para realizar una prueba de hipotesis. Este enfoque puede reducir el error y mejorar la
precision de la deteccién de un indel a partir de datos de lectura de secuencia.

Introduccion

Una realizacién del andlisis de resolucion multiple procede como sigue. Las regiones de un genoma se
seleccionan para secuenciacion. A estas regiones puede hacerse referencia colectivamente como panel o un bloque
de paneles. El panel se divide en un primer conjunto de regiones gendémicas y un segundo conjunto de regiones
genodmicas. Al primer conjunto de regiones gendmicas puede hacerse referencia como region de la estructura
principal, mientras que al segundo conjunto puede hacerse referencia como regiones de punto critico. Estas
regiones pueden dividirse entre genes o dentro de genes o fuera de genes segun lo desee el practicante médico. Por
ejemplo, un exén de un gen puede dividirse en porciones asignadas a la regién del puntos criticos y porciones

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 840 003 T3

asignadas a la region de la estructura principal.

Se preparan un primer conjunto de sefiuelos y un segundo conjunto de sefiuelos que hibridan
selectivamente con las primeras regiones genémicas y las segundas regiones genémicas, respectivamente. Usando
los métodos descritos en la presente, por ejemplo, preparacién de curvas de titulacion, se determinan las
concentraciones del conjunto de sefiuelos que, para una muestra de prueba que tiene una cantidad predeterminada
de ADN, captura el ADN en la muestra en un punto de saturacién (para el conjunto de sefiuelos dirigido a las
regiones del punto critico) y por debajo del punto de saturacion (para el conjunto de sefuelos dirigido a las regiones
de la estructura principal). La captura de moléculas de ADN de una muestra en el punto de saturacion contribuye a
detectar variantes genéticas en el nivel més alto de sensibilidad ya que es mas probable que se capturen las
variantes genéticas de moléculas.

La cantidad de datos de secuenciacién que pueden obtenerse de una muestra es finita y esté limitada por
factores como la calidad de las plantillas de acido nucleico, el nimero de secuencias objetivo, la escasez de
secuencias especificas, las limitaciones en las técnicas de secuenciacién, y consideraciones practicas como el
tiempo y el gasto. Por tanto, un "presupuesto de lectura” es una forma de conceptualizar la cantidad de informacion
genética que puede extraerse de una muestra. Puede seleccionarse un presupuesto de lectura por muestra que
identifique el numero total de lecturas base que se asignaran a una muestra de prueba que comprende una cantidad
predeterminada de ADN en un experimento de secuenciacién. El presupuesto de lectura puede basarse en las
lecturas totales producidas, por ejemplo, incluyendo las lecturas redundantes producidas mediante amplificacion.
Alternativamente, puede basarse en el niumero de moléculas Unicas detectadas en la muestra. En ciertas
realizaciones, el presupuesto de lectura puede reflejar la cantidad de soporte de doble cadena para una llamada en
un locus. Es decir, el porcentaje de loci para los que se detectan lecturas de ambas cadenas de una molécula de
ADN.

Los factores de un presupuesto de lectura incluyen la profundidad de lectura y la longitud del panel. Por
ejemplo, un presupuesto de lectura de 3.000.000.000 de lecturas puede asignarse como 150.000 bases a una
profundidad de lectura media de 20.000 lecturas/base. La profundidad de lectura puede referirse al nimero de
moléculas que producen una lectura en un locus. En la presente divulgacion, las lecturas en cada base pueden
asignarse entre bases en la region de la estructura principal del panel, a una primera profundidad de lectura media y
bases en la regién del punto critico del panel, a una profundidad de lectura mas profunda.

A modo de ejemplo no limitativo, si un presupuesto de lectura consiste de 100.000 recuentos de lectura
para una muestra dada, esos 100.000 recuentos de lectura se dividiran entre las lecturas de las regiones de la
estructura principal y las lecturas de las regiones de puntos de acceso. La asignacién de un gran numero de esas
lecturas (por ejemplo, 90.000 lecturas) a las regiones de la estructura principal darda como resultado que una
pequeiia cantidad de lecturas (por ejemplo, las 10.000 lecturas restantes) se asignen a las regiones de punto critico.
Por el contrario, la asignacion de un gran nimero de lecturas (por ejemplo, 90.000 lecturas) a regiones de punto
critico dara como resultado que una pequefia cantidad de lecturas (por ejemplo, las 10.000 lecturas restantes) se
asignen a regiones de la estructura principal. Por tanto, un trabajador calificado puede asignar un presupuesto de
lectura para proporcionar los niveles deseados de sensibilidad y especificidad. En ciertas realizaciones, el
presupuesto de lectura puede estar entre 100.000.000 de lecturas y 100.000.000.000 de lecturas, por ejemplo, entre
500.000.000 de lecturas y 50.000.000, o entre 1.000.000.000 lecturas y 5.000.000.000 lecturas a través de, por
ejemplo, 20.000 bases a 100.000 bases.

El primer y el segundo niveles de sensibilidad se seleccionan para la detecciéon de variantes genéticas en
las regiones de la estructura principal y del punto critico, respectivamente. La sensibilidad, como se usa en la
presente, se refiere al limite de deteccion de una variante genética en funcién de la frecuencia en una muestra. Por
ejemplo, la sensibilidad puede ser por lo menos del 1%, por lo menos del 0,1%, por lo menos del 0,01%, por lo
menos del 0,001%, por lo menos del 0,0001% o por lo menos del 0,00001%, lo que significa que una secuencia
dada puede detectarse en una muestra a una frecuencia de por lo menos el 1%, por lo menos el 0,1%, por lo menos
el 0,01%, por lo menos el 0,001%, por lo menos el 0,0001% o por lo menos el 0,00001%, respectivamente. Es decir,
las variantes genéticas presentes en la muestra en los niveles son detectables mediante secuenciacion.
Tipicamente, la sensibilidad seleccionada para las regiones de punto critico sera mayor que la sensibilidad
seleccionada para las regiones de la estructura principal. Por ejemplo, el nivel de sensibilidad para las regiones de
punto critico puede seleccionarse a por lo menos el 0,001%, mientras que el nivel de sensibilidad para las regiones
de fondo puede seleccionarse a por lo menos el 0,1% o por lo menos el 1%.

Las concentraciones relativas de conjuntos de sefuelos dirigidas a regiones de fondo y regiones de punto
critico pueden seleccionarse para optimizar las lecturas en un experimento de secuenciacion con respecto al
presupuesto de lectura seleccionado y las sensibilidades seleccionadas para las regiones de estructura principal y
puntos criticos para una muestra seleccionada. Entonces, por ejemplo, dada una muestra de prueba que contiene
una cantidad predeterminada de ADN, y un conjunto de sefuelos de punto critico que captura el ADN de las
regiones de punto critico en saturacion, se selecciona una cantidad de conjunto de sefiuelos de la estructura
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principal que esta por debajo de la saturacién para la muestra de tal manera que en un experimento de
secuenciacion que produce lecturas dentro del presupuesto de lectura seleccionado, el conjunto de lecturas
resultante detecta variantes genéticas en las regiones de punto critico y en las regiones de la estructura principal a
los niveles de sensibilidad preseleccionados.

Las cantidades relativas de los conjuntos de sefiuelos son una funcién de varios factores. Uno de estos
factores es la proporcion relativa del panel asignado a las regiones del punto critico y a las regiones de estructura
principal, respectivamente. Cuanto mayor sea el porcentaje relativo de regiones de punto critico en el panel, menor
serd el nimero de lecturas y el presupuesto que puede asignarse a la region de estructura principal. Otro factor es la
sensibilidad de deteccién seleccionada para las regiones de punto critico. Para una muestra dada, cuanto mayor sea
la sensibilidad necesaria para las regiones de punto critico, menor sera la sensibilidad para la regién de la estructura
principal. Otro factor es el presupuesto de lectura. Para una sensibilidad para las regiones de punto critico, cuanto
menor sea el presupuesto de lectura, menor sera la sensibilidad posible para la region de la estructura principal. Otro
factor es el tamafio del panel general. Para cualquier presupuesto de lectura dado, cuanto mayor sea el panel, mas
sensibilidad de las regiones de la estructura principal debera sacrificarse para lograr la sensibilidad deseada en las
regiones de punto critico.

Sera evidente que para cualquier presupuesto de lectura dado, aumentar el porcentaje de lecturas
asignadas a las regiones de la estructura principal disminuira la sensibilidad de deteccion en las regiones de punto
critico. Al contrario, aumentar la sensibilidad de deteccion en las regiones del punto critico, aumentando la cantidad
del presupuesto de lectura asignado a las regiones del punto critico, disminuye la deteccion de las regiones de la
estructura principal. En consecuencia, los niveles de sensibilidad relativos de las regiones de punto critico pueden
ser lo suficientemente altos para lograr los niveles de deteccién objetivo, mientras que el nivel de sensibilidad en las
regiones de la estructura principal no es tan bajo como para que se pierdan niveles significativos de variantes
genéticas. El médico selecciona estos niveles relativos para lograr los resultados deseados. En algunas
realizaciones, un trabajador experto usard una mezcla de sefiuelos calculada para capturar todas (o0 sustancialmente
todas) las regiones de punto critico en una muestra y una porcidén de las regiones de estructura principal, de tal
manera que la profundidad de lectura de las regiones capturadas proporcionara las sensibilidades de punto critico y
estructura principal deseadas.

Regiones gendomicas asociadas a nucleosomas

En un aspecto, un panel de conjuntos de sefiuelos puede comprender uno 0 mas conjuntos de sefiuelos
que se enriguecen selectivamente para una o mas regiones asociadas a nucleosomas de un genoma. Las regiones
asociadas a nucleosomas pueden comprender regiones gendémicas que tienen una o mas posiciones de bases
gendmicas con ocupaciéon nucleosémica diferencial. La ocupacién nucleosémica diferencial puede ser caracteristica
de un tipo de célula o tejido de origen o estado patolégico. El analisis de la ocupacion nucleosémica diferencial
puede realizarse usando uno o mas perfiles de ocupacion nucleosémica de un tipo de célula o de tejido dado.
Ejemplos de técnicas de elaboracion de perfiles de ocupacion nucleosémica incluyen Statham et al, Genomics Data,
Volumen 3, marzo de 2015, paginas 94-96 (2015). Los acidos nucleicos libres de células de una muestra obtenida
de un sujeto pueden eliminarse principalmente mediante una combinacion de procesos apoptoticos y necréticos en
células, tejidos y 6rganos. Como resultado de la ocupacion nucleosémica variable y la proteccion contra la escisiéon
del ADN en ciertas localizaciones de un genoma, los patrones o perfiles nucleosémicos asociados con procesos
apoptoticos y procesos necréticos pueden ser evidentes al analizar fragmentos de acido nucleico libre de células
para las regiones de un genoma asociadas a nucleosomas.

La deteccién de tales patrones asociados a nucleosomas puede usarse, independientemente o junto con
variantes somaticas detectadas, para monitorizar una afeccion en un sujeto. Por ejemplo, a medida que un tumor se
expande, la proporcion de necrosis a apoptosis en el microambiente del tumor puede cambiar. Tales cambios en la
necrosis y/o apoptosis pueden detectarse enriqueciendo selectivamente una muestra de acidos nucleicos libres de
células para una o mas regiones asociadas a nucleosomas. Como otro ejemplo, puede observarse una distribucion
de las longitudes de los fragmentos debida a la proteccidén nucleosémica diferencial entre diferentes tipos de células,
o entre células tumorales y no tumorales. El andlisis de las regiones asociadas a nucleosomas para la distribucién de
la longitud de los fragmentos puede ser clinicamente relevante para las aplicaciones de deteccion y evaluacion del
cancer. Este analisis puede comprender el enriquecimiento selectivo de las regiones asociadas a nucleosomas,
luego la secuenciacion de las regiones enriquecidas para producir una pluralidad de lecturas de secuencia
representativas de la muestra de &cido nucleico, y analizar las lecturas de secuencia para variantes genéticas y
perfiles de nucleosomas de interés.

Una vez que se han identificado las regiones asociadas a nucleosomas, pueden usarse para el disefio de
paneles modulares. Ver a continuacion. Tal disefio de paneles modulares puede permitir disefios de un conjunto de
sondas o sefuelos que enriquecen selectivamente regiones del genoma que son relevantes para la elaboracién de
perfiles nucleosémicos. Al incorporar esta "conciencia nucleosémica", pueden obtenerse datos de secuencia de
muchos individuos para optimizar el procedimiento de disefio del panel, por ejemplo, la determinacion de qué
localizaciones gendmicas apuntar y la concentracién éptima de sondas para estas localizaciones genémicas.
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Al incorporar el conocimiento tanto de las variaciones somaticas como de las variaciones estructurales e
inestabilidad, pueden disefiarse paneles de sondas, sefiuelos o cebadores para dirigirse a porciones especificas del
genoma ("puntos criticos") con patrones o grupos conocidos de variacion estructural o inestabilidad. Por ejemplo, el
anadlisis estadistico de datos de secuencia revela una serie de eventos somaticos acumulados y variaciones
estructurales, y por lo tanto permite estudios de evolucién clonal. El andlisis de datos revela importantes
conocimientos bioldgicos, incluyendo la cobertura diferencial entre cohortes, patrones que indican la presencia de
ciertos subconjuntos de tumores, eventos estructurales extrafios en muestras con alta carga de mutacién somatica y
cobertura diferencial atribuida de células sanguineas frente a células tumorales.

Una region gendmica localizada se refiere a una region corta del genoma que puede variar en longitud de, o
de aproximadamente, 2 a 200 pares de bases, de 2 a 190 pares de bases, de 2 a 180 pares de bases, de 2 a 170
pares de bases, de 2 a 160 pares de bases, de 2 a 150 pares de bases, de 2 a 140 pares de bases, de 2 a 130
pares de bases, de 2 a 120 pares de bases, de 2 a 110 pares de bases, de 2 a 100 pares de bases pares, de 2 a 90
pares de bases, de 2 a 80 pares de bases, de 2 a 70 pares de bases, de 2 a 60 pares de bases, de 2 a 50 pares de
bases, de 2 a 40 pares de bases, de 2 a 30 pares de bases, de 2 a 20 pares de bases, de 2 a 10 pares de bases y/o
de 2 a 5 pares de bases. Cada region gendmica localizada puede contener un patrén o grupo de variacion
estructural significativa o inestabilidad. Pueden proporcionarse mapas de particion del genoma para identificar
regiones genodmicas localizadas relevantes. Una region gendmica localizada puede contener un patrén o grupo de
variacion estructural significativa o inestabilidad estructural. Un grupo puede ser una regién de punto critico dentro
de una region genomica localizada. La regién del punto critico puede contener una o mas fluctuaciones o picos
significativos. Puede seleccionarse una variacion estructural del grupo que consiste de: una insercién, una delecién,
una translocacion, un reordenamiento genético, estado de metilacion, un microsatélite, una variacién del nimero de
copias, una variacion estructural relacionada con el numero de copias o cualquier otra variacién que indica
diferenciacion. Una variacién estructural puede provocar una variacion en el posicionamiento nucleosémico.

Un mapa de particion del genoma puede obtenerse: (a) proporcionando muestras de ADN o ARN libre de
células de dos o mas sujetos en una cohorte, (b) obteniendo una pluralidad de lecturas de secuencia de cada una de
las muestras de ADN o ARN libre de células, y (c) analizando la pluralidad de lecturas de secuencia para identificar
una o mas regiones gendmicas localizadas, cada una de las cuales contiene un patrén o grupo de variacion
estructural o inestabilidad significativas. El andlisis estadistico puede realizarse sobre la informacién de la secuencia
para asociar un conjunto de lecturas de secuencia con uno o mas perfiles de ocupacion nucleosémica que
representan distintas cohortes (por ejemplo, un grupo de sujetos con una caracteristica comin como un estado
patolégico o un estado no patolégico).

El analisis estadistico puede comprender proporcionar uno o mas mapas de particion del genoma que
enumeran los intervalos genémicos relevantes representativos de los genes de interés para un analisis adicional. El
andlisis estadistico puede comprender ademas seleccionar un conjunto de una o mas regiones gendmicas
localizadas en base a los mapas de particion del genoma. El analisis estadistico puede comprender ademas analizar
una o mas regiones gendmicas localizadas en el conjunto para obtener un conjunto de una o mas alteraciones del
mapa nucleosémico. El analisis estadistico puede comprender uno o mas de (por ejemplo, uno o mas, dos o mas, o
tres de): reconocimiento de patrones, aprendizaje profundo y aprendizaje no supervisado.

Una alteracién del mapa nucleosémico es un valor medido que caracteriza una region genémica localizada
dada en términos de informacién biolégicamente relevante. Una alteracion del mapa nucleosémico puede estar
asociada con una mutacién impulsora elegida del grupo que consiste de: tipo salvaje, variante somatica, variante de
la linea germinal y metilacion del ADN.

Pueden usarse una o mas alteraciones del mapa nucleosdémico para clasificar un conjunto de lecturas de
secuencia como asociadas con uno o mas perfiles de ocupacién nucleosémica que representan distintas cohortes.
Estos perfiles de ocupacion nucleosémica pueden estar asociados con una o mas evaluaciones. Una evaluacion
puede considerarse como parte de una intervencion terapéutica (por ejemplo, opciones de tratamiento, seleccion de
tratamiento, evaluacién adicional mediante biopsia y/o imagenologia).

Puede seleccionarse una evaluacion del grupo que consiste de: indicacién, tipo de tumor, gravedad del
tumor, agresividad del tumor, resistencia del tumor al tratamiento, y clonalidad del tumor. Puede determinarse una
evaluacion de la clonalidad del tumor observando la heterogeneidad en la alteracion del mapa nucleosémico a través
de moléculas de ADN libres de células en una muestra. Se determina una evaluacion de las contribuciones relativas
de cada uno de dos 0 mas clones.

Cada una de las una o mas regiones asociadas a nucleosomas de un panel de conjuntos de sefiuelos
puede comprender por lo menos una de: (i) variacion estructural significativa, que comprende una variacion en el
posicionamiento nucleosoémico, dicha variacién estructural seleccionada del grupo que consiste de: una insercion,
una delecién, una translocacion, un reordenamiento genético, estado de metilacion, un microsatélite, una variacion
del numero de copias, una variacion estructural relacionada con el nimero de copias o cualquier otra variacion que
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indique diferenciacion; y (ii) inestabilidad, que comprende una o mas fluctuaciones o picos significativos en un mapa
de particion del genoma que indica una o mas localizaciones de alteraciones del mapa nucleosémico en un genoma.
El uno o mas conjuntos de sefiuelos de un panel de conjuntos de sefiuelos pueden configurarse para capturar
regiones del genoma asociadas a nucleosomas en funcion de una pluralidad de perfiles de ocupacion de
nucleosomas de referencia asociados con uno o mas estados patolégicos y uno o mas estados no patolégicos.

El uno o mas conjuntos de sefiuelos de un panel de conjuntos de sefiuelos pueden enriquecerse
selectivamente para una 0 mas regiones asociadas a nucleosomas en una muestra de &cido desoxirribonucleico
libre de células (ADNCcf). Por ejemplo, el conjunto de sefiuelos puede enriquecerse selectivamente para una o mas
regiones asociadas a nucleosomas poniendo una muestra nucleica en contacto con el conjunto de sefuelos y
permitiendo que el conjunto de sefiuelos hibride selectivamente con el conjunto de regiones genémicas asociadas a
nucleosomas asociadas con el conjunto de sefiuelos.

En un aspecto, un método para enriquecer una muestra de acidos nucleicos para regiones asociadas a
nucleosomas de un genoma puede comprender (a) poner una muestra de acidos nucleicos en contacto con un panel
de conjuntos de sefiuelos, dicho panel de conjuntos de sefiuelos comprendiendo uno 0 mas conjuntos de sefiuelos
que se enriquecen selectivamente para una o mas regiones asociadas a nucleosomas de un genoma; y (b)
enriquecer la muestra de acidos nucleicos para una o mas regiones asociadas a nucleosomas de un genoma. Los
uno 0 mas conjuntos de sefuelos en un panel de conjuntos de sefiuelos pueden configurarse para capturar regiones
del genoma asociadas a nucleosomas en base a una funcién de una pluralidad de perfiles de ocupacién de
nucleosomas de referencia asociados con uno o mas estados patolégicos y uno o mas estados no patolégicos. La
pluralidad de perfiles de ocupacién nucleosémica de referencia puede servir como un "mapa" para el que el andlisis
puede revelar patrones o grupos de regiones y/o localizaciones genémicas que pueden ser objetivo para la captura
para la deteccion de variantes asociadas a nucleosomas.

El uno o mas conjuntos de sefiuelos en un panel de conjuntos de sefiuelos pueden enriquecerse
selectivamente para la una o mas regiones asociadas a nucleosomas en una muestra de acido desoxirribonucleico
libre de células (ADNcf). El método para enriquecer una muestra de acidos nucleicos para regiones asociadas a
nucleosomas de un genoma puede comprender ademds secuenciar los &cidos nucleicos enriquecidos para producir
lecturas de secuencias de las regiones asociadas a nucleosomas de un genoma. Estas lecturas de secuencia
pueden alinearse con un genoma de referencia y analizarse en busca de variantes asociadas a nucleosomas y/o
genéticas (por ejemplo, SNV y/o indeles).

En un aspecto, un método para generar un conjunto de sefiuelos puede comprender (a) identificar una o
mas regiones de un genoma, dichas regiones asociadas con un perfil de nucleosoma, y (b) seleccionar un conjunto
de sefiuelos para capturar selectivamente dichas regiones. Un conjunto de sefiuelos en un panel de conjuntos de
sefiuelos puede enriquecerse selectivamente para una o mas regiones gendémicas asociadas a nucleosomas en una
muestra de acido desoxirribonucleico libre de células (ADNcf). Por ejemplo, el conjunto de sefiuelos puede
enriquecerse selectivamente para una o mas regiones asociadas a nucleosomas poniendo una muestra nucleica en
contacto con el conjunto de sefiuelos y permitiendo que el conjunto de sefiuelos hibride selectivamente con el
conjunto de regiones genémicas asociadas a nucleosomas asociadas con el conjunto de sefiuelos.

Paneles de sefiuelos para el enriquecimiento de multiples regiones gendmicas

En un aspecto, un panel de sefiuelos puede comprender un primer conjunto de sefiuelos que hibrida
selectivamente con un primer conjunto de regiones genémicas de una muestra de acidos nucleicos que comprende
una cantidad predeterminada de ADN, en donde el primer conjunto de sefiuelos puede proporcionarse a una primera
proporcion de concentracion que es menor que un punto de saturacion del primer conjunto de sefuelos; y un
segundo conjunto de sefiuelos que hibrida selectivamente con un segundo conjunto de regiones genémicas de la
muestra de acidos nucleicos, en donde el segundo conjunto de sefiuelos puede proporcionarse a una segunda
proporcion de concentracion que esta asociada con un punto de saturacion del segundo conjunto de sefiuelos.
Como se usa en la presente, una concentracion asociada con un punto de saturacién puede estar en o por encima
del punto de saturacién. En algunas realizaciones, una concentracion asociada con un punto de saturacion esta en o
por encima de un punto que estd un 10% por debajo del punto de saturacion. El primer conjunto de regiones
gendmicas puede comprender una o mas regiones genoémicas de la estructura principal. El segundo conjunto de
regiones gendmicas puede comprender una o mas regiones gendémicas del punto critico. La cantidad
predeterminada de ADN puede ser aproximadamente 200 ng, aproximadamente 150 ng, aproximadamente 125 ng,
aproximadamente 100 ng, aproximadamente 75 ng, aproximadamente 50 ng, aproximadamente 25 ng,
aproximadamente 10 ng, aproximadamente 5 ng y/o aproximadamente 1 ng.

En un aspecto, un método para enriquecer mdltiples regiones gendémicas puede comprender poner en
contacto una cantidad predeterminada de una muestra de acidos nucleicos con un panel de sefiuelos que
comprende (i) un primer conjunto de sefiuelos que hibrida selectivamente con un primer conjunto de regiones
gendmicas de la muestra de acidos nucleicos, que puede proporcionarse a una primera proporcién de concentracién
que es menor que el punto de saturacién del primer conjunto de sefiuelos, y (i) un segundo conjunto de sefiuelos
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que hibrida selectivamente con un segundo conjunto de regiones genémicas de la muestra de acidos nucleicos, que
puede proporcionarse a una segunda proporcién de concentracién asociada con un punto de saturacion del segundo
conjunto de sefiuelos; y enriquecer la muestra de acidos nucleicos para el primer conjunto de regiones genémicas y
el segundo conjunto de regiones genomicas.

El enriquecimiento puede comprender los pasos siguientes: (a) poner en contacto la muestra de acidos
nucleicos con un conjunto de sefiuelos; (b) capturar los acidos nucleicos de la muestra hibridandolos con las sondas
en el conjunto de sefuelos; y (c) separar los &cidos nucleicos capturados de los acidos nucleicos no capturados.

Usando este enfoque, la captura del segundo conjunto de regiones gendémicas a un punto de saturacion de
su conjunto de sefuelos puede producir una deteccion de alta sensibilidad de variantes del segundo conjunto de
regiones gendmicas (por ejemplo, regiones de punto critico), mientras que la captura del primer conjunto de regiones
gendmicas por debajo del punto de saturaciéon de su conjunto de sefuelos puede ser deseable para el primer
conjunto de regiones gendmicas (por ejemplo, regiones de la estructura principal). La flexibilidad de este método
para ajustar la captura de diferentes conjuntos de sefiuelos en o por debajo de sus niveles de saturacion puede
aprovecharse para seleccionar estratégicamente regiones gendmicas de interés para los paneles de conjuntos de
sefiuelos de la estructura principal o el punto critico, dadas las caracteristicas de cada regiéon gendémica, como la
carga de secuenciacion y la utilidad..

El método puede comprender ademas secuenciar los acidos nucleicos enriquecidos para producir una
pluralidad de lecturas de secuencia del primer conjunto de regiones gendmicas y el segundo conjunto de regiones
gendmicas. Estas lecturas de secuencia pueden analizarse en busca de variantes genéticas relevantes para el
cancer (por ejemplo, SNV e indeles) para aplicaciones de deteccién y evaluacion del cancer.

El experto en la técnica apreciara que el punto de saturacion se refiere a la saturacion de la cinética de
unién. En esencia, a medida que aumenta la concentracion de un sefiuelo (0 conjunto de sefiuelos), también
aumentard la cantidad de objetivo que se une al sefiuelo (o conjunto de sefiuelos). Sin embargo, la cantidad de
objetivo en una muestra dada sera fija y, por tanto, en un cierto punto, todo el objetivo de la muestra estara unido al
sefuelo (o conjunto de sefiuelos). Por lo tanto, a medida que las concentraciones de sefiuelo aumentan mas alla de
este punto, la cantidad de objetivo unido no aumentara sustancialmente ya que el sistema se acercara al equilibrio
de unién (las tasas a las que las moléculas de sefiuelo se unen y liberan las moléculas objetivo comenzaran a
converger).

El punto de saturacién se refiere a una concentracion o cantidad de sefiuelo en cuyo punto aumentar esa
concentracién o cantidad no aumenta sustancialmente la cantidad de material objetivo capturado de una muestra,
por ejemplo, ese punto en el que los aumentos en la concentracién de sefiuelo producen aumentos cada vez
menores en la cantidad total de material objetivo capturado. En algunas realizaciones, el punto en el que aumentar la
concentracién o la cantidad de sefiuelo no aumenta sustancialmente la cantidad de material objetivo capturado de
una muestra es el punto en el que aumentar la concentracion o cantidad de sefiuelo no produce un aumento en la
cantidad de objetivo capturado de la muestra. El punto de saturacion puede ser un punto de inflexién en una curva
de saturacién que mide la cantidad de acido nucleico objetivo capturado con concentraciones crecientes del conjunto
de sefiuelos. Por ejemplo, el punto de saturacién puede ser el punto en el que un aumento del 100% en la
concentracién del sefiuelo (por ejemplo, 2 X o dos veces la concentracion) aumenta la cantidad de objetivo
capturado en menos del 20%, menos del 19%, menos del 18 %>, menos del 17%, menos del 16%, menos del 15%,
menos del 14%, menos del 13%, menos del 12%, menos del 11%, menos del 10%, menos del 9%, menos del 8%,
menos del 7%, menos del 6%, menos del 5%, menos del 4%, menos del 3%, menos del 2% o menos del 1%. En
algunas realizaciones, un aumento del 50% en la concentracién del sefiuelo (por ejemplo, 1,5 X 0 una vez y media la
concentracién) aumenta la cantidad de objetivo capturado en menos del 20%, menos del 19%, menos del 18%,
menos del 17%, menos del 16%, menos del 15%, menos del 14%, menos del 13%, menos del 12%, menos del 11%,
menos del 10%, menos del 9%, menos del 8%, menos del 7%, menos del 6%, menos del 5%, menos del 4%, menos
del 3%, menos del 2% o menos del 1%. En algunas realizaciones, un aumento del 20% en la concentracion de
sefiuelo (por ejemplo, 1,2 X) aumenta la cantidad de objetivo capturado en menos del 20%, menos del 19%, menos
del 18%, menos del 17%, menos del 16%, menos del 15%, menos del 14%, menos del 13%, menos del 12%, menos
del 11%, menos del 10%, menos del 9%, menos del 8%, menos del 7%, menos del 6%, menos del 5%, menos del
4%, menos del 3%, menos del 2% o menos del 1%. En algunas realizaciones, un aumento del 10% en la
concentracién de sefiuelo (por ejemplo, 1,1 X) aumenta la cantidad de objetivo capturado en menos del 20%, menos
del 19%, menos del 18%, menos del 17%, menos del 16%, menos del 15%, menos del 14%, menos del 13%, menos
del 12%, menos del 11%, menos del 10%, menos del 9%, menos del 8%, menos del 7%, menos del 6%, menos del
5%, menos del 4%, menos del 3%, menos del 2% o menos del 1%.

Como otro ejemplo, el punto de saturacién puede ser el punto en el que un aumento del 100% en la
concentracién del sefiuelo (por ejemplo, 2 X o dos veces la concentracion) aumenta la cantidad de objetivo
capturado como maximo en un 20%. El punto de saturacién puede ser el punto en el que un aumento del 50% en la
concentracion del sefuelo (por ejemplo, 1,5 X o el doble de la concentracion) aumenta la cantidad de objetivo
capturado como maximo en un 20%. El punto de saturacion puede ser el punto en el que un aumento del 20% en la
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concentracién del sefuelo (por ejemplo, 1,2 X o dos veces la concentracion) aumenta la cantidad de objetivo
capturado como maximo en un 20%. El punto de saturacién puede ser el punto en donde un aumento del 10% en la
concentracién del sefiuelo (por ejemplo, 1,1 X o dos veces la concentracion) aumenta la cantidad de objetivo
capturado como maximo en un 20%.

Puede generarse una curva de saturacién, por ejemplo, titulando diferentes cantidades de acidos nucleicos
objetivo frente a una cantidad fija o variable de sefiuelos (por ejemplo, sefiuelos fijados en una micromatriz) para
medir la cantidad de &cido nucleico objetivo (incluyendo, por ejemplo, el nimero de moléculas Unicas) unidas a los
sefiuelos. También puede generarse una curva de saturacién, por ejemplo, titulando diferentes cantidades de
sefiuelos contra una cantidad fija o variable de acidos nucleicos objetivo para medir la cantidad de acido nucleico
objetivo (incluyendo, por ejemplo, el nimero de moléculas Unicas) unido a los sefiuelos. En algunas realizaciones,
puede generarse una curva de saturacién usando un subconjunto de lecturas de secuencia como una medida del
acido nucleico objetivo (por ejemplo, recuento de moléculas Unicas) capturado. Por ejemplo, las lecturas de
secuencia pueden clasificarse como que tienen soporte de cadena sencilla (cuando todas las lecturas dentro de un
grupo de lecturas Unicas son de la misma cadena de acido nucleico original de un acido nucleico de cadena doble
como el ADN) o soporte de cadena doble (cuando las lecturas dentro de un grupo de lecturas Unicas son de ambas
cadenas de &cido nucleico originales de un acido nucleico de cadena doble como el ADN). En las realizaciones que
seleccionan el soporte de cadena doble, el experto en la técnica entendera que debe contar sélo las moléculas
Unicas capturadas para las que se observan ambas cadenas. El soporte de doble cadena puede determinarse, por
ejemplo, marcando diferencialmente cada una de las dos cadenas diferentes de un acido nucleico de tal manera que
las lecturas de cada cadena puedan contarse por separado. En algunas realizaciones, un acido nucleico objetivo con
soporte de cadena doble requerira una cantidad mas alta de sefiuelo para alcanzar la saturacién para esa objetivo
que la que se requeriria para un sefiuelo con soporte de cadena sencilla.

La FIG. 6 representa una curva de saturacién ejemplar que muestra el recuento de moléculas Unicas en el
eje y en funcién de la cantidad de sefiuelo de entrada en el eje x. En cada cantidad de entrada (mostrada como una
serie de volumenes de una solucion de sefiuelo), se tituld la cantidad de sefuelo para generar la curva. En la Tabla 1
y la Tabla 2 siguientes se muestran disefios de curvas de titulacién experimentales ejemplares. El nimero de
lecturas de secuencias Unicas frente a la cantidad de sefiuelo de entrada puede usarse para generar una curva de
titulaciéon como se muestra en la FIG. 6.

Tabla 1: Disefio de la curva de titulacion

Cantidad de objetivo de entrada (0, 5, 15 0 30 ng)
Cantidad de seiiuelo(estructura Vol.A | Vol.B | Vol.C | Vol.D | Vol.E | Vol.F | Vol. G Vol.H
principal o punto critico; p)

Estructura principal 1 (ng de é4cido 0 5 5 0 5 0 5 5
nucleico objetivo de entrada)
Estructura principal 2 (ng de 4cido 30 30 30 0 30 0 30 30
nucleico objetivo de entrada)
Punto critico 1 (ng de acido nucleico 0 0 0 0 0 5 0 0
objetivo de entrada)
Punto critico 2 (ng de acido nucleico 0 0 0 0 0 15 0 0
objetivo de entrada)
Punto critico 3 (ng de acido nucleico 0 0 0 0 0 30 0 0
objetivo de entrada)
Estructura principal 3 (ng de 4cido 5 5 5 0 5 0 5 5
nucleico objetivo de entrada)
Estructura principal 4 (ng de 4cido 0 0 15 0 15 0 15 15
nucleico objetivo de entrada)
Estructura principal 5 (ng de é4cido 30 30 30 0 30 0 30 30
nucleico objetivo de entrada)
Punto critico 4 (ng de acido nucleico 5 5 0 5 0 5 0 0
objetivo de entrada)
Punto critico 5 (ng de acido nucleico 0 0 0 0 0 15 0 0
objetivo de entrada)
Punto critico 6 (ng de acido nucleico 30 30 0 30 0 30 0 0
objetivo de entrada)
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Tabla 2: Diseno de la curva de titulacion. Hibridacion realizada a 652 C.

Condicion # Seiiuelo de punto | Sefiuelo de Cantidad de acido nucleico objetivo
critico (ul) estructura principal | de entrada (ng)
(1)

1 A B 5
2 A B 5
3 A B 5
4 A B 5
5 A2 B1 5
6 A2 B1 5
7 A2 B2 5
8 A2 B2 5
9 B1 15
10 B1 15
11 A B2 15
12 A B2 15
13 A2 B1 15
14 A2 B1 15
15 A2 B2 15
16 A2 B2 15
17 A2 B2 30
18 A2 B2 30

Usando una curva de titulacién como la de la FIG. 6, un experto en la técnica puede calcular un punto de
saturacion. Por ejemplo, mirando el Vol. 0.8X, el recuento de moléculas Unicas es de aproximadamente 2700. A 2 X
la cantidad de sefiuelo (Vol. 1.6X), el recuento de moléculas Unicas es aproximadamente 3200, una diferencia de
500. Por tanto, duplicar la cantidad de sefiuelo da como resultado un aumento en la captura de aproximadamente el
18,5%. Por el contrario, en el Vol. 2X, el recuento de moléculas Unicas es de aproximadamente 3250,y a 1 pl, el
recuento de moléculas Unicas es de aproximadamente 3500, una diferencia de 250. Duplicar la cantidad de sefiuelo
aqui da como resultado un aumento en la captura de s6lo alrededor del 7,7%. Por consiguiente, una persona experta
en la técnica que busque usar un punto de saturacién en el que un aumento del 100% en la concentraciéon de
sefiuelo para aumentar la cantidad de objetivo capturado en menos del 8% podria usar por lo tanto el Vol. 2X de
sefiuelo como el punto de saturacion.

En el punto de saturacion, el conjunto de sefiuelos puede capturar cualquiera de por lo menos el 40%, por
lo menos el 50%, por lo menos el 60%, por lo menos el 70%, por lo menos el 80%, por lo menos el 85%, por lo
menos el 86%, por 1o menos el 87%, por lo menos el 88%, por lo menos el 89%, por lo menos el 90%, por |0 menos
el 91%, por lo menos el 92%, por lo menos el 93%, por Io menos el 94%, por lo menos el 95%, por Io menos el 96%,
por lo menos el 97%, por lo menos el 98% y/o por lo menos el 99% de una secuencia objetivo en una muestra. El
punto de saturacion puede referirse al punto de saturacion de un conjunto de sefiuelos o de un sefiuelo en particular,
segun el contexto en el que se use el término.

El punto de saturacién de un conjunto de sefiuelos puede determinarse mediante el método siguiente: (a)
para cada uno de los sefiuelos en el conjunto de sefuelos, generar una curva de titulacion que comprende (i) medir
la eficiencia de captura del sefiuelo en una cantidad dada de la muestra de entrada (por ejemplo, muestra de
prueba) en funcién de la concentracion del sefiuelo, y (ii) identificar un punto de inflexion dentro de la curva de
titulacién, identificando de este modo un punto de saturacién asociado con el sefiuelo; y (b) seleccionar un punto de
saturacion que sea mayor que sustancialmente todos los puntos de saturaciéon asociados con los sefiuelos en el
conjunto de sefiuelos, determinando de este modo el punto de saturacién del conjunto de sefiuelos. La seleccion de
un punto de saturacién puede verse influenciada por la eficiencia de captura de un sefiuelo y los costos asociados,
de tal manera que la concentracion en el punto de saturacién puede ser lo suficientemente alta para lograr una
eficiencia de captura deseada, a la vez que es los suficientemente baja para asegurar costes de reactivos de ensayo
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razonables.

La eficacia de captura de un sefiuelo puede determinarse (a) proporcionando una pluralidad de muestras de
acidos nucleicos obtenidas de una pluralidad de sujetos en una cohorte; (b) hibridando el sefiuelo con cada una de
las muestras de &cidos nucleicos, a cada una de una pluralidad de concentraciones del sefiuelo; (c) enriqueciendo
con el sefiuelo una pluralidad de regiones gendémicas de las muestras de &cidos nucleicos, a cada una de la
pluralidad de concentraciones del sefiuelo; y (d) midiendo el nimero de moléculas de &cido nucleico Unicas o
moléculas de &cido nucleico con la representacion de ambas cadenas de una molécula de &cido nucleico de doble
cadena original que representa la eficacia de captura en cada una de la pluralidad de concentraciones del sefiuelo.
Tipicamente, la eficiencia de captura de un sefiuelo (por ejemplo, el porcentaje de moléculas que contienen la region
gendmica objetivo del sefiuelo que se capturan de una muestra que comprende tales moléculas) aumenta
rapidamente con la concentracién hasta que se alcanza un punto de inflexion, después de lo cual el porcentaje de
moléculas capturada aumenta mucho mas lentamente.

Un punto de inflexion puede ser una primera concentracion de un sefuelo de tal manera que la eficiencia
de captura observada no aumente significativamente a concentraciones del sefiuelo mayores que la primera
concentracién. Un punto de inflexion puede ser una primera concentracion del sefiuelo de tal manera que un
aumento observado entre (1) la eficiencia de captura a una concentracion de sefuelo del doble de la primera
concentracién en comparaciéon con (2) la eficiencia de captura a la primera concentracion de sefiuelo, es menor de
aproximadamente el 1%, menor de aproximadamente el 2%, menor de aproximadamente el 3%, menor de
aproximadamente el 4%, menor de aproximadamente el 5%, menor de aproximadamente el 6%, menor de
aproximadamente el 7%, menor de aproximadamente el 8%, menor de aproximadamente el 9%, menor de
aproximadamente el 10%, menor de aproximadamente el 12%, menor de aproximadamente el 14%, menor de
aproximadamente el 16%, menor de aproximadamente el 18%, menor de aproximadamente el 20%, menor de
aproximadamente el 30%, menor de aproximadamente el 40%, o menor de aproximadamente el 50%. Dicho punto
de inflexion identificado puede considerarse un punto de saturacién asociado con un sefuelo. Puede usarse un
sefiuelo a una concentracion de un punto de saturacién en un ensayo para permitir la captura éptima de una regién
gendmica objetivo y, por lo tanto, la sensibilidad de detectar variantes genéticas de la regién genémica objetivo. En
algunas realizaciones, el punto de saturacién asociado con un conjunto de sefiuelos es el punto de saturacion del
sefiuelo mas débil en ese conjunto de sefiuelos. Por ejemplo, el conjunto de sefiuelos tiene un punto de saturacién
que es mayor que sustancialmente todos los puntos de saturacién asociados con los sefiuelos en el conjunto de
sefiuelos cuando un sefuelo del conjunto de sefiuelos se somete a una curva de titulacién generada (i) midiendo la
eficiencia de captura de un sefiuelo del conjunto de sefiuelos puesto en funcidén de la concentracién del sefiuelo, y
(i) identificando un punto de inflexién dentro de la curva de titulacién, identificando de este modo un punto de
saturacion asociado con el sefuelo. Cuando cada sefuelo en el conjunto de sefiuelos esta a una primera
concentracién que esta por lo menos en su punto de saturacion, el conjunto de sefiuelos habra capturado las
secuencias objetivo de tal manera que la eficiencia de captura observada de las secuencias objetivo aumente en
menos del 20% a una concentracién de los sefuelos del doble que la de la primera concentracion.

La muestra de acidos nucleicos puede ser una muestra de acidos nucleicos libres de células (por ejemplo,
ADNCcf). Un método para enriquecer multiples regiones genémicas puede comprender ademas secuenciar la muestra
de &cidos nucleicos enriquecida para producir una pluralidad de lecturas de secuencia. Un método para enriquecer
multiples regiones gendmicas puede comprender ademdas producir una salida que comprenda una secuencia de
acidos nucleicos representativa de la muestra de acidos nucleicos. Esta secuencia de acidos nucleicos puede luego
alinearse con un genoma de referencia y analizarse en busca de variantes genéticas relevantes para el cancer
mediante enfoques bioinformaticos.

Una molécula original puede producir lecturas de secuencia redundantes, por ejemplo, después de la
amplificacion y secuenciacion de amplicones, 0 mediante secuenciacion repetida de la misma molécula. Las lecturas
de secuencia redundantes de una molécula original pueden colapsarse en una secuencia de consenso (por ejemplo,
una "secuencia Unica") que representa la secuencia de la molécula original. Esto puede hacerse generando una
secuencia de consenso para la molécula completa, para parte de la molécula o en una posicién de un solo
nucleétido en la molécula (nucleétido de consenso). Como se usa en la presente, "polinucleétido secuenciado” se
refiere o0 a lecturas de secuencia generadas a partir de amplicones de una molécula original, o una secuencia de
consenso de una molécula original derivada de dichos amplicones. Las lecturas Unicas son lecturas que son
diferentes de cualquier otra lectura. Las lecturas pueden ser Unicas en base a la secuencia de una molécula original,
0 en base a la secuencia de una molécula original mas una o mas secuencias de codigos de barras unidas a una
molécula original. Por ejemplo, dos moléculas originales idénticas aun pueden producir lecturas Unicas si sus
codigos de barras son diferentes. De igual manera, dos moléculas originales diferentes produciran lecturas unicas
incluso si sus cédigos de barras son iguales. Las secuencias de consenso pueden ser secuencias Unicas cuando se
generan agrupando lecturas Unicas.

En un aspecto, un panel de sefiuelos puede comprender un primer conjunto que captura selectivamente

regiones de la estructura principal de un genoma, dichas regiones de la estructura principal asociadas con una
funcion de clasificacion de carga de secuenciacion y utilidad, en donde la funcién de clasificacién de cada region de
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la estructura principal tiene un valor menor que un valor umbral predeterminado; y un segundo conjunto de sefiuelos
que captura selectivamente regiones de punto critico de un genoma, dichas regiones de punto critico asociadas con
una funcién de clasificacion de carga de secuenciacién y utilidad, en donde la funcién de clasificacién de cada region
de punto critico tiene un valor mayor o igual al valor umbral predeterminado. Este enfoque puede usar por lo menos
dos conjuntos de sefuelos correspondientes a las regiones de la estructura principal y del punto critico.

Las regiones de punto critico pueden ser relativamente mas importantes que las regiones de la estructura
principal para capturar y analizar en una muestra de acidos nucleicos libre de células dada debido a su utilidad
relativamente alta y/o carga de secuenciacién relativamente baja. La selecciéon de una regién dada como regién de
punto critico o region de la estructura principal depende de su valor de funcion de clasificacién, que se calcula como
una funcién de la carga de secuenciacion y la utilidad. Puede calcularse un valor de funcién de clasificacion como la
utilidad de una regién gendmica dividida por la carga de secuenciacién de una regiéon genémica.

Las regiones de la estructura principal o del punto critico pueden comprender una o mas regiones
informativas de nucleosomas. Las regiones informativas de nucleosomas pueden comprender una region de maxima
diferenciacion de nucleosomas. El panel de sefiuelo puede comprender ademas un segundo conjunto de sefiuelos
que captura selectivamente las regiones informativas de la enfermedad. Los sefiuelos en el primer conjunto de
sefiuelos pueden estar a una primera concentracién (por ejemplo, una primera concentracion con respecto al panel
de senuelos), y los sefiuelos en el segundo conjunto de sefuelos pueden estar a una segunda concentracién (por
ejemplo, una segunda concentracién con respecto al panel de sefiuelos).

En un aspecto, un método para generar un conjunto de sefiuelos puede comprender identificar una o mas
regiones gendémicas de la estructura principal de interés, en donde la identificacion de la una o mas regiones
gendmicas de la estructura principal puede comprender maximizar una funciéon de clasificacion de la carga de
secuenciacion y la utilidad asociadas con cada una de las regiones genémicas de la estructura principal; identificar
una o mas regiones gendmicas de punto critico de interés; crear un primer conjunto de sefiuelos que capture
selectivamente las regiones gendémicas de la estructura principal de interés; y crear un segundo conjunto de
sefiuelos que captura selectivamente las regiones genodmicas de punto critico de interés. El segundo conjunto de
sefuelos puede tener una mayor eficiencia de captura que el primer conjunto de sefiuelos.

El uno o mas puntos criticos pueden seleccionarse usando uno o mas de (por ejemplo, uno 0 mas, dos o
mas, tres 0 mas, o cuatro) de lo siguiente: (i) maximizar una funcién de clasificacién de la carga de secuenciacion y
utilidad asociadas con cada una de las regiones gendémicas de puntos criticos, (ii) elaborar perfiles de nucleosomas
a través de una o mas regiones gendémicas de interés, (iii) mutaciones impulsoras de cancer predeterminadas o
prevalencia en una cohorte de pacientes relevante, y (iv) mutaciones impulsoras de cancer identificadas
empiricamente.

La identificacion de uno o mas puntos criticos de interés puede comprender usar un procesador informatico
programado para clasificar un conjunto de regiones gendémicas de punto critico en base a una funcion de
clasificacion de la carga de secuenciacion y la utilidad asociadas con cada una de las regiones gendmicas de punto
critico. La identificacion de una o mas regiones genodmicas de la estructura principal de interés puede comprender
clasificar un conjunto de regiones gendmicas de la estructura principal en base a una funcién de clasificacion de la
carga de secuenciacion y la utilidad asociadas con cada una de las regiones genémicas de la estructura principal de
interés. La identificacion de una o mas regiones gendémicas de punto critico de interés puede comprender utilizar un
conjunto de valores de frecuencia de alelos menores (MAF) determinados empiricamente o la clonalidad de una
variante medida por su MAF en relacién con la mayor mutacién impulsora o clonal presunta en una muestra obtenida
de uno o mas sujetos en una cohorte de interés. Las regiones genémicas que tienen valores de MAF relativamente
altos en una cohorte de interés pueden ser puntos criticos adecuados porque pueden indicar evaluaciones
relevantes para el cancer como deteccion, tipo de células o tejido de origen, carga tumoral, y/o eficacia del
tratamiento.

La carga de secuenciacién de una region gendmica puede calcularse multiplicando entre si uno o mas de
(por ejemplo, uno o mas, dos 0 mas, tres 0 mas, cuatro o mas, o cinco de) (i) el tamafio de la regién genémica en
pares de bases, (ii) fraccion relativa de lecturas gastadas en fragmentos de secuenciacién que mapean la region
genodmica, (iii) cobertura relativa como resultado del sesgo de secuencia de la regién genémica, (iv) cobertura
relativa como resultado del sesgo de amplificacién del region gendmica y (v) cobertura relativa como resultado del
sesgo de captura de la regién gendmica. Este indicador puede calcularse para cada regiéon genémica en un conjunto
de paneles de sefuelo para identificar los "costes" asociados con la generacion de lecturas de secuencia asociadas
con la regién gendmica de una muestra de acidos nucleicos.

La carga de secuenciacién de una region genémica es linealmente proporcional al tamario de la regién
gendmica en pares de bases. La fraccidn relativa de lecturas gastadas en fragmentos de secuenciacién que mapean
la region gendmica también influye en la carga de secuenciacion de la regién genémica, ya que algunas regiones
gendmicas pueden ser especialmente dificiles de secuenciar de manera fiable (por ejemplo, debido al alto contenido
de GC o la presencia de secuencias altamente repetitivas) y, por lo tanto, puede requerir una mayor profundidad de
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secuenciacion para el andlisis a la resolucion deseada del sefiuelo. De manera similar, la cobertura relativa como
resultado del sesgo de secuencia, el sesgo de amplificacion y/o el sesgo de captura de la region gendmica también
puede afectar la carga de secuenciacién de la region gendmica. La carga de secuenciacién total de un ciclo de
secuenciacion de un ensayo dado puede entonces calcularse sumando todas las cargas de secuenciacion de los
sefiuelos (incluyendo regiones de punto critico y de la estructura principal) en el conjunto de paneles de sefiuelos
seleccionados del ensayo.

En algunos ejemplos, la utilidad de una regién genémica puede calcularse multiplicando entre si uno o mas
de (por ejemplo, uno 0 mas, dos 0 mas, tres 0 mas, cuatro o mas, cinco o mas, seis 0 mas, o siete) de los siguientes
factores de utilidad: (i) presencia de una 0 mas mutaciones procesables en la region gendmica, (ii) frecuencia de una
0 mas mutaciones procesables en la region genémica, (iii) presencia de una o mas mutaciones asociadas con las
frecuencias de alelos menores (MAF) por encima de la media en la regién gendmica, (iv) frecuencia de una o mas
mutaciones asociadas con MAF por encima de la media en la region gendmica, (v) fraccion de pacientes en una
cohorte que alberga una mutacion somatica dentro de la regién gendémica, (vi) suma de MAF para variantes en
pacientes en una cohorte, dichos pacientes albergando una mutacién somatica dentro de la region gendmica, y (vii)
proporcion de (1) MAF para variantes en pacientes en una cohorte, dichos pacientes albergando una mutacion
somatica dentro de la region genémica, con (2) MAF maximo para un paciente dado en la cohorte.

El objetivo de calcular la utilidad de una region gendmica puede ser ayudar a evaluar su importancia relativa
para la inclusiéon en un panel de conjuntos de sefiuelos. Por ejemplo, la presencia y/o frecuencia de una o mas
mutaciones procesables en la region gendémica afectan la utilidad de una regién genémica para su inclusiéon en un
panel de conjuntos de sefiuelos, ya que las regiones genémicas que contienen mutaciones altamente frecuentes son
buenos marcadores (por ejemplo, Indicadores) de estados patolégicos, incluyendo el cancer. De manera similar, la
seleccién de regiones gendmicas con presencia y/o frecuencia de mutaciones asociadas con MAF por encima de la
media permitird una deteccién altamente sensible de estas mutaciones en un ensayo de biopsia liquida.

La fraccion de pacientes en una cohorte que alberga una mutaciéon somatica dentro de la regiéon gendémica
puede indicar mutaciones impulsoras que son adecuadas como marcador para la enfermedad de la cohorte (por
ejemplo, mama, colorrectal, pancreatico, préstata, melanoma, pulmén o higado). Para maximizar las posibilidades de
detectar el MAF més alto o la variante impulsora, puede usarse la suma de MAF para las variantes en pacientes en
una cohorte, dichos pacientes albergando una mutacion somatica dentro de la regién genémica, como factor de
utilidad. Para dar el peso maximo a las mutaciones impulsoras, puede usarse la proporcion de (1) MAF para
variantes en pacientes en una cohorte, dichos pacientes que albergan una mutacién somatica dentro de la region
gendmica, con (2) MAF méaximo para un paciente dado en la cohorte como factor de utilidad. Las mutaciones
asociadas con frecuencias de alelos menores mas altas pueden comprender una o mas mutaciones impulsoras o
son conocidas a partir de datos externos o fuentes de anotacién.

Las mutaciones procesables pueden comprender mutaciones cuya presencia detectada puede influir o
determinar decisiones clinicas (por ejemplo, diagndéstico, monitorizaciéon del cancer, monitorizaciéon de la terapia,
evaluacion de la eficacia de la terapia). Las mutaciones procesables pueden comprender una o mas de (por ejemplo,
una o mas, dos 0 mas, tres 0 mas, cuatro 0 mas, cinco o mas, seis 0 mas, o siete) (i) mutaciones modificables por
farmacos, (ii) mutaciones para monitorizacion terapéutica, (iii) mutaciones especificas de la enfermedad, (iv)
mutaciones especificas del tejido, (v) mutaciones especificas del tipo celular, (vi) mutaciones de resistencia y (vii)
mutaciones de diagnéstico.

Las mutaciones modificables con farmacos pueden incluir aquellas mutaciones cuya presencia detectada
en una muestra de acidos nucleicos de un sujeto puede indicar que el sujeto es un candidato apropiado para el
tratamiento con un determinado farmaco asociado con la mutacion (por ejemplo, la deteccion de la mutacion EGFR
L858R puede indicar la necesidad de tratar con un tratamiento de inhibidores de la tirosina quinasa (TKI)). Las
mutaciones para la monitorizacién terapéutica incluyen aquellas mutaciones cuya presencia detectada o nivel
aumentado en una muestra de &cidos nucleicos de un sujeto puede indicar que el cancer del sujeto esta
respondiendo a un curso de tratamiento. Las mutaciones de resistencia incluyen aquellas mutaciones cuya
presencia detectada o nivel aumentado en una muestra de acidos nucleicos de un sujeto puede indicar que el cancer
del sujeto se ha vuelto resistente a un curso de tratamiento (por ejemplo, la aparicién de la mutacion EGFR T790M
puede indicar la aparicién de resistencia). Las mutaciones pueden ser especificas de una enfermedad (por ejemplo,
tipo de tumor), tipo de tejido o tipo de célula, cuya deteccion puede indicar cancer, inflamaciéon u otro estado
patolégico en un 6rgano, tejido o tipo de célula particular.

En la Tabla 3 y la Tabla 4 pueden encontrarse listados ejemplares de localizaciones gendmicas de interés.
En algunas realizaciones, las regiones gendémicas usadas en los métodos de la presente divulgacion comprenden
por lo menos una parte de por lo menos 5, por lo menos 10, por lo menos 15, por lo menos por lo menos 20, por lo
menos 25, por Io menos 30, por lo menos 35, por Io menos 40, por lo menos 45, por lo menos 50, por lo menos 55,
por lo menos 60, por lo menos 65, por lo menos 70, por lo menos 75, por lo menos 80, por lo menos 85, por lo
menos 90, por lo menos 95, o 97 de los genes de la Tabla 3. En algunas realizaciones, las regiones genémicas
usadas en los métodos de la presente divulgacion comprenden por lo menos 5, por lo menos 10, por lo menos 15,
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por lo menos por lo menos 20, por lo menos 25, por lo menos 30, por lo menos 35, por lo menos 40, por lo menos
45, por lo menos 50, por lo menos 55, por lo menos 60, por lo menos 65 o 70 de los SNV de la Tabla 3. En algunos
realizaciones, las regiones gendmicas usadas en los métodos de la presente divulgacién comprenden por lo menos
1, por lo menos 2, por lo menos 3, por lo menos 4, por lo menos 5, por lo menos 6, por lo menos 7, por lo menos 8,
por lo menos 9, por lo menos por lo menos 10, por lo menos 11, en | este 12, por lo menos 13, por lo menos 14, por
lo menos 15, por lo menos 16, por lo menos 17 o 18 de las CNV de la Tabla 3. En algunas realizaciones, las
regiones gendmicas usadas en los métodos de la presente divulgacion comprenden por lo menos 1, por lo menos 2,
por lo menos 3, por lo menos 4, por lo menos 5 o 6 de las fusiones de la Tabla 3. En algunas realizaciones, las
regiones gendmicas usadas en los métodos de la presente divulgacion comprenden por o menos una porcién de por
lo menos 1, por lo menos 2 o 3 de los indeles de la Tabla 3. En algunas realizaciones, las regiones genémicas
usadas en los métodos de la presente divulgacion comprenden por lo menos una porcién de por lo menos 5, por lo
menos 10, por lo menos 15, por lo menos 20, por lo menos por lo menos 25, por lo menos 30, por Io menos 35, por
lo menos 40, por lo menos 45, por lo menos 50, por lo menos 55, por lo menos 60, por lo menos 65, por lo menos
70, por lo menos 75, por lo menos 80, por lo menos 85, por lo menos 90, por o menos 95, por lo menos 100, por lo
menos 105, por lo menos 110 o 115 de los genes de la Tabla 4. En algunas realizaciones, las regiones genémicas
usadas en los métodos de la presente divulgacion comprenden por lo menos 5, por lo menos 10, por lo menos 15,
por lo menos 20, por lo menos 25, por lo menos 30, por lo menos 35, por lo menos 40, por lo menos 45, por lo
menos 50, por lo menos 55, por lo menos 60, por lo menos 65, por lo menos 70, o 73 de los SNV de la Tabla 4. En
algunas realizaciones, las regiones gendmicas usadas en los métodos de la presente divulgacion comprenden por lo
menos 1, por lo menos 2, por lo menos 3, por lo menos 4, por lo menos 5, por lo menos 6, por lo menos por o
menos 7, por lo menos 8, por lo menos 9, por lo menos 10, por lo menos 11, por lo menos 12, por lo menos 13, por
lo menos 14, por lo menos 15, por lo menos 16, por lo menos 17 o 18 de las CNV de la Tabla 4. En algunas
realizaciones, las regiones gendmicas usadas en los métodos de la presente divulgacién comprenden por lo menos
1, por lo menos 2, por lo menos 3, por lo menos 4, por lo menos 5 o 6 de las fusiones de la Tabla 4. En algunas
realizaciones, Las regiones gendémicas usadas en los métodos de la presente divulgacién comprenden por lo menos
una parte de por lo menos 1, por lo menos 2, por lo menos 3, por lo menos 4, por lo menos 5, por lo menos 6, por lo
menos 7, por lo menos 8, por lo menos 9, por lo menos 10, por lo menos 11, por lo menos 12, por lo menos 13, por
lo menos 14, a por lo menos 15, por lo menos 16, por lo menos 17 o 18 de los indeles de la Tabla 4. Cada una de
estas localizaciones genomicas de interés puede identificarse como una regién de la estructura principal o una
region de punto critico para un panel de conjuntos de sefiuelos dado. En la Tabla 5 puede encontrarse una lista
ejemplar de las localizaciones genémicas de interés de los puntos criticos. En algunas realizaciones, las regiones
gendmicas usadas en los métodos de la presente divulgacion comprenden por lo menos una parte de por lo menos
1, por lo menos 2, por lo menos 3, por lo menos 4, por lo menos 5, por lo menos 6, por lo menos 7, por lo menos 8,
por lo menos 9, por lo menos 10, por lo menos 11, por lo menos 12, por lo menos 13, por lo menos 14, por lo menos
15, por lo menos 16, por lo menos 17, por lo menos 18, por lo menos 19 o por lo menos 20 de los genes de la Tabla
5. Cada regidon gendémica de punto critico se enumera con varias caracteristicas, incluyendo el gen asociado, el
cromosoma en el que reside, la posicién de inicio y de parada del genoma que representa el locus del gen, la
longitud del locus del gen en pares de bases, los exones cubiertos por el gen y la caracteristica critica (por ejemplo,
tipo de mutacioén) que una regién genémica de interés dada puede buscar capturar.
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Tabla 4
Mutaciones de Punto (SNVs) Amplific?g:\:n\j:) Fusiones| Indeles
AKT1 ALK APC AR ARAF ARID1A AR BRAF ALK EGFR
ATM BRAF BRCA1 BRCA2 CCND1 CCND2 | CCND1 CCND2 | FGFR2 | (exones 19
CCNEH1 CDH1 CDK4 CDK®6 CDKN2 A DDR2 CCNEH1 CDK4 FGFR3 28(;)
CTNNB 1 EGFR ERBB2 ESR1 EZH2 FBXW7 CDK®6 EGFR NTRK1 ERBB2
FGFR1 FGFR2 FGFRS3 GATA3 GNA11 GNAQ ERBB2 FGFR1 RET (exones 19
GNAS HNF1 A HRAS IDH1 IDH2 JAK2 FGFR2 KIT ROS1 28(;)
JAKS KIT KRAS MAP2K1 MAP2K2 MET KRAS MET
MLH 1 MPL MYC NF1 NFE2L2 | NOTCH 1 MYC PDGFR A el\)/l(fr-]r gfj)lta
NPM1 NRAS NTRK1 | PDGFRA | PIK3CA PTEN PIK3C A RAF1
PTPN11 RAF1 RB1 RET RHEB RHOA
RIT1 ROS1 SMAD 4 SMO MAPK1 STK11 ATM
TERT TP53 TSCH VHL MAPK3 MTOR
NTRKS APC
ARID1A
BRCA1
BRCA2
CDH1
CDKN2 A
GATA3
KIT
MLH 1
MTOR
NF1
PDGFRA
PTEN
RB1
SMAD4
STK11
TP53
TSCH1
VHL
Tabla 5
Posicién Posicisén de | Longitud Exones
Gen Cromosoma de inicio parada (bp) cubiertos | Caracteristica critica
ALK chr2 29446405 29446655 250 intrén 19 Fusion
ALK chr2 29446062 29446197 135 intrén 20 Fusion
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(continuacién)

Posicién de | Posicién Longitud Exones
Gen Cromosoma inicio de parada (bp) cubiertos | Caracteristica critica
ALK chr2 29446198 29446404 206 20 Fusion
ALK chr2 29447353 29447473 120 intron 19 Fusion
ALK chr2 29447614 29448316 702 intron 19 Fusion
ALK chr2 29448317 29448441 124 19 Fusion
ALK chr2 29449366 29449777 411 intron 18 Fusion
ALK chr2 29449778 29449950 172 18 Fusion
BRAF chr7 140453064 140453203 139 15 BRAF V600
CTNNB1 chr3 41266007 41266254 247 3 S37
EGFR chr7 55240528 55240827 299 18y 19 G719y deleciones
EGFR chr7 55241603 55241746 143 20 Inserciones/T790M
EGFR chr7 55242404 55242523 119 21 L858R
ERBB2 chr17 37880952 37881174 222 20 Inserciones
ESR1 chré 152419857 | 152420111 254 10 ¥:2;‘ E:gg 1536,
FGFR2 chr10 123279482 | 123279693 | 211 6 S252
GATA3 chr10 8111426 8111571 145 5 SS/ Indeles
GATA3 chr10 8115692 8116002 310 6 SS/Indeles
GNAS chr20 57484395 57484488 93 8 R844
IDH1 chr2 209113083 | 209113394 | 311 4 R132
IDH2 chr15 90631809 90631989 180 4 R140, R172
KIT chr4 55524171 55524258 87 1
KIT chr4 55561667 55561957 290 2
KIT chr4 55564439 55564741 302 3
KIT chr4 55565785 55565942 157 4
KIT chr4 55569879 55570068 189 5
KIT chr4 55573253 55573463 210 6
KIT chr4 55575579 55575719 140 7
KIT chr4 55589739 55589874 135 8
KIT chr4 55592012 55592226 214 9
KIT chr4 55593373 55593718 345 10y 11 557, 559, 560, 576
KIT chr4 55593978 55594297 319 12y 13 V654
KIT chr4 55595490 55595661 171 14 T670, S709
KIT chr4 55597483 55597595 112 15 D716
KIT chr4 55598026 55598174 148 16 L783
C809, R815, D816,
KIT chr4 55599225 55599368 143 17 L818, D820, S821F,
N822, Y823
KIT chr4 55602653 55602785 132 18 A829P
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(continuacién)

Posicién Posicién Longitud Exones
Gen Cromosoma de inicio de parada (bp) cubiertos | Caracteristica critica
KIT chr4 55602876 55602996 120 19
KIT chr4 55603330 55603456 126 20
KIT chr4 55604584 55604733 149 21
KRAS chri12 25378537 25378717 180 4 A146
KRAS chr12 25380157 25380356 199 3 Q61
KRAS chr12 25398197 25398328 131 2 G12/G13
13, 14,
MET chr7 116411535 116412255 | 720 intrén 13, MET exén 14 SS
intrén 14

NRAS chr1 115256410 115256609 199 3 Q61
NRAS chr1 115258660 115258791 131 2 G12/G13
PIK3CA chr3 178935987 178936132 145 10 E545K
PIK3CA chr3 178951871 178952162 291 21 H1047R
PTEN chr10 89692759 89693018 259 5 R130
SMAD4 chr18 48604616 48604849 233 12 D537
TERT chr5 1294841 1295512 671 promotor chr5:1295228
TP53 chr17 7573916 7574043 127 11 Q331, R337, R342
TP53 chr17 7577008 7577165 157 8 R273
TP53 chr17 7577488 7577618 130 7 R248
TP53 chr17 7578127 7578299 172 6 R213/Y220
TP53 chr17 7578360 7578564 204 5 R175/ Deleciones
TP53 chr17 7579301 7579600 299 4

12574 (region

objetivo total)

16330

(cobertura de

sonda total)

En un aspecto, un panel de sefiuelos puede comprender una pluralidad de conjuntos de sefiuelos, cada
conjunto de serfiuelos (i) comprendiendo uno o mas sefiuelos que capturan selectivamente una o mas regiones
gendmicas con utilidad en el mismo cuantil a través de la pluralidad de sefiuelos, y (ii) teniendo una concentracién
relativa diferente de cada uno de los otros conjuntos de sefiuelos con utilidad en un cuantil diferente en la pluralidad
de sefiuelos. Los cuantiles pueden ser, por ejemplo, dos mitades, tres tercios, cuatro cuartos, etc. Por ejemplo, un
panel de sefiuelos puede comprender tres conjuntos de sefiuelos, cada conjunto de sefuelos comprendiendo
sefiuelos que capturan selectivamente regiones gendémicas con utilidad en el tercio superior, tercio medio, o tercio
inferior de los valores de utilidad en la pluralidad de sefiuelos, cada uno de los tres conjuntos de sefiuelos teniendo
una concentracion relativa diferente.

Un panel de sefuelos puede comprender una pluralidad de conjuntos de sefiuelos, cada conjunto de
sefiuelos (i) comprendiendo uno o mas sefiuelos que capturan selectivamente una o mas regiones genémicas con
carga de secuenciacion en el mismo cuantil en la pluralidad de sefiuelos, y (ii) teniendo una concentracion relativa
diferente de cada uno de los otros conjuntos de sefiuelos con carga de secuenciacion en un cuantil diferente a través
de la pluralidad de sefiuelos. Un panel de sefiuelos puede comprender una pluralidad de conjuntos de sefiuelos,
cada conjunto de sefiuelos (i) comprendiendo uno o mas sefiuelos que capturan selectivamente una o mas regiones
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gendmicas con un valor de funcion de clasificacion (por ejemplo, utilidad dividida por carga de secuenciacion) en el
mismo cuantil en la pluralidad de sefuelos, y (ii) teniendo una concentracion relativa diferente de cada uno de los
otros conjuntos de sefiuelos con un valor de funcién de clasificacién en un cuantil diferente en la pluralidad de
sefiuelos.

En un aspecto, un método para seleccionar un conjunto de bloques de panel puede comprender (a) para
cada bloque de panel, (i) calcular una utilidad del bloque de panel, (ii) calcular una carga secuencial del bloque de
panel, y (i) calcular una funcion de clasificacion del bloque de panel; y (b) realizar un proceso de optimizacion para
seleccionar un conjunto de bloques de panel que maximiza los valores de la funcion de clasificacion total de los
blogues de panel seleccionados. Una funcion de clasificacion de un bloque de panel puede calcularse como la
utilidad de un bloque de panel dividida por la carga de secuenciacion de un bloque de panel. El proceso de
optimizacién combinatoria puede optimizar la suma total de los valores de la funcién de clasificacion de todos los
bloques de panel seleccionados para el conjunto de bloques de panel en un solo ensayo. Este enfoque puede
permitir una seleccién de panel éptima dadas las restricciones en la carga de secuencia y la utilidad. El proceso de
optimizacién combinatoria puede ser un algoritmo voraz. En un aspecto, un método puede comprender (a)
proporcionar una pluralidad de mezclas de sefiuelos, en donde cada una de la pluralidad de mezclas de sefuelos
comprende un primer conjunto de sefuelos que hibrida selectivamente con un primer conjunto de regiones
gendmicas y un segundo conjunto de sefiuelos que hibrida selectivamente con un segundo conjunto de regiones
gendmicas, en donde el primer conjunto de sefiuelos esta a diferentes concentraciones en la pluralidad de mezclas
de sefuelos y el segundo conjunto de sefiuelos estd a la misma concentracién en la pluralidad de mezclas de
sefuelos; (b) poner en contacto cada una de la pluralidad de mezclas de sefiuelos con una muestra de acidos
nucleicos para capturar acidos nucleicos de la muestra de acidos nucleicos con el primer conjunto de sefiuelos y el
segundo conjunto de sefiuelo, en donde los acidos nucleicos de las muestras de acidos nucleicos son capturados
por el primero conjunto de sefiuelos y el segundo conjunto de sefiuelo; (c) secuenciar una parte de los acidos
nucleicos capturados con cada mezcla de sefiuelos para producir conjuntos de lecturas de secuencia dentro de un
namero asignado de lecturas de secuencia; (d) determinar la profundidad de lectura para el primer conjunto de
sefiuelos y el segundo conjunto de sefiuelos para cada mezcla de sefuelos; y (e) identificar por lo menos una
mezcla de sefiuelos que proporcione profundidades de lectura para el segundo conjunto de regiones genémicas y,
opcionalmente, el primer conjunto de regiones gendmicas, en cantidades predeterminadas. En algunas
realizaciones, las profundidades de lectura para el segundo conjunto de regiones gendmicas proporcionan una
sensibilidad de deteccion de una variante genética de por lo menos un 0,0001% de MAF. En algunas realizaciones,
un primer conjunto de regiones genémicas y/o un segundo conjunto de regiones tienen un tamano entre 25 kilobases
a 1.000 kilobases. En algunas realizaciones, un primer conjunto de regiones genémicas y/o un segundo conjunto de
regiones tienen una profundidad de lectura de entre 1.000 recuentos/base y 50.000 recuentos/base.

Precision mejorada de deteccion de indeles

Se divulga un método para mejorar la precision de la deteccién de una insercién o delecion (indel) de una
pluralidad de lecturas de secuencia derivadas de moléculas de acido desoxirribonucleico libre de células (ADNcf) en
una muestra corporal de un sujeto, dicha pluralidad de lecturas de secuencia se generan por secuenciacion de
acidos nucleicos. Para cada una de la pluralidad de lecturas de secuencia asociadas con moléculas de ADNCH,
puede identificarse un indel candidato. Cada indel candidato puede clasificarse como un indel verdadero o un indel
introducido, usando una combinacién de esperanzas predeterminadas de (i) que se detecte un indel en una o0 mas
lecturas de secuencia de la pluralidad de lecturas de secuencia, (i) que un indel detectado sea un indel verdadero
presente en una determinada molécula de ADN libre de células de las moléculas de ADN libre de células, dado que
se ha detectado un indel en una o mas de las lecturas de la secuencia, y/o (iii) que un indel detectado se haya
introducido por error no biolégico, dado que se ha detectado un indel en una o mas de las lecturas de secuencia,
junto con uno o mas parametros del modelo para realizar una prueba de hipétesis. Este enfoque puede reducir el
error y mejorar la precisiéon de la deteccion de un indel a partir de los datos de lecturas de secuencia.

La FIG. 1 ilustra como pueden generarse una pluralidad de lecturas para cada locus enriquecido a partir de
una muestra de acidos nucleicos libres de células. Cada molécula de acido nucleico enriquecida (por ejemplo,
molécula de ADN) se amplifica para producir una familia de amplicones. Luego, estos amplicones pueden
secuenciarse tanto en cadenas directas como inversas para producir una pluralidad de datos de lecturas de
secuencia. A partir de la pluralidad de datos de lecturas de secuencia, pueden detectarse y clasificarse los indeles
candidatos como indeles verdaderos o indeles introducidos (por ejemplo, no biologicos).

Este algoritmo supone que para cualquier molécula de ADN dada para la cual se analiza una pluralidad de
lecturas de secuencia para variantes que comprenden indeles, hay una esperanza predeterminada (por ejemplo,
probabilidad) de que un indel esté presente o en la molécula original (por ejemplo, un indel biolégico "verdadero") o
introducido en algun punto de un protocolo que culmina un conjunto de lecturas de secuencia (por ejemplo, un indel
no biolégico introducido derivado de un error, incluyendo la amplificacién o el error de secuenciacion). El modelo
puede tener como objetivo realizar una prueba de hipétesis que pregunte, dado un patrén de mapeo de lecturas para
una posicién de bases particular (por ejemplo, cubrir la posicién de bases en algun lugar de la lectura), si el patrén
observado es mas indicativo de un indel en una secuencia presente al comienzo del protocolo (por ejemplo, un indel
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biol6gico verdadero) o introducido durante el protocolo (un indel no biolégico).

En un aspecto, un método para mejorar la precisiéon de la deteccién de una insercién o delecion (indel) de
una pluralidad de lecturas de secuencia derivadas de moléculas de &cido desoxirribonucleico libre de células
(ADNCcf) en una muestra corporal de un sujeto, dicha pluralidad de lecturas de secuencia se generan mediante
secuenciacion de acidos nucleicos, puede comprender (a) para cada una de la pluralidad de lecturas de secuencia
asociadas con las moléculas de ADN libre de células, proporcionar: una esperanza predeterminada de que se
detecte un indel en una o mas lecturas de secuencia de la pluralidad de lecturas de secuencia; una esperanza
predeterminada de que un indel detectado sea un indel verdadero presente en una determinada molécula de ADN
libre de células de las moléculas de ADN libre de células, dado que se ha detectado un indel en una o mas lecturas
de la secuencia; y una esperanza predeterminada de que un indel detectado se haya introducido por error no
biolégico, dado que se ha detectado un indel en una o mas de las lecturas de la secuencia; (b) proporcionar medidas
cuantitativas de uno o mas parametros del modelo caracteristicos de las lecturas de secuencia generadas por
secuenciacion de acidos nucleicos; (c) detectar uno o mas indeles candidatos en la pluralidad de lecturas de
secuencia asociadas con las moléculas de ADN libre de células; y (d) para cada indel candidato, realizar una prueba
de hipétesis usando uno o mas de los parametros del modelo para clasificar dicho indel candidato como un indel
verdadero o un indel introducido, mejorando de este modo la precision de deteccién de un indel.

El método para mejorar la precision de deteccién de una insercidn o delecion (indel) a partir de una
pluralidad de lecturas de secuencia derivadas de moléculas de acido desoxirribonucleico libre de células (ADNcf) en
una muestra corporal de un sujeto puede comprender ademas enriquecer uno o mas loci del ADN libre de células en
la muestra corporal antes del paso (a), produciendo de este modo polinucleétidos enriquecidos.

El método puede comprender ademéas amplificar los polinucleétidos enriquecidos para producir familias de
amplicones, en donde cada familia comprende amplicones que se originan a partir de una sola cadena de moléculas
de ADN libre de células. El error no biolégico puede comprender un error en la secuenciacién en una pluralidad de
localizaciones de bases gendmicas. El error no biolégico puede comprender un error en la amplificacion en una
pluralidad de localizaciones de bases genémicas.

La FIG. 2 ilustra un ejemplo de familias pequefias de lecturas (que pueden parecer proporcionar evidencia
de una variante de indel verdadero) y familias grandes de lecturas (que pueden indicar un error introducido
probablemente derivado de PCR o secuenciacion. En general, puede esperarse que los indeles verdaderos se
detecten o midan como familias pequenas de lecturas, ya que no se espera que afecten biolégicamente a un gran
nuamero de moléculas de ADN. Por el contrario, puede esperarse que los indeles introducidos se detecten o midan
como familias mas grandes de lecturas, lo que puede indicar un error introducido durante la PCR o la secuenciacién
Algunas lecturas no recortadas o erroneas pueden hacer que el algoritmo descalifique a la familia basandose en una
prueba de hipétesis que clasifica un indel (por ejemplo, insercién o delecién) como introducido en lugar de biolégico.

La FIG. 3 ilustra un ejemplo de una insercidon soportada por una gran familia tras alinear y comparar una
pluralidad de lecturas de secuencia con un genoma de referencia. Como en el caso anterior en la FIG. 3, algunas
lecturas no recortadas o erroneas pueden hacer que el algoritmo descalifique a la familia basandose en una prueba
de hipétesis que clasifica un indel (por ejemplo, insercién o eliminacién) como introducido en lugar de biolégico.

Los parametros del modelo pueden comprender uno o mas (por ejemplo, uno o mas, dos o mas, tres o
mas, o cuatro) de (i) para cada uno del uno o mas alelos variantes, una frecuencia del alelo variante (a) y una
frecuencia de alelos no de referencia distintos del alelo variante (a'); (i) una frecuencia de un error de indel en toda
la cadena directa de una familia de cadenas (1), en donde una familia comprende una coleccién de amplicones que
se originan a partir de una Unica cadena de moléculas de ADN libre de células; (iii) una frecuencia de un error de
indel en toda la cadena inversa de una familia de cadenas (B2); y (iv) una frecuencia de error de indel en una
secuencia leida (y).

La FIG. 4 ilustra los varios parametros que pueden usarse en una prueba de hip6tesis y cédmo cada
parametro puede estar relacionado con una probabilidad particular, por ejemplo, de una familia de lecturas que
coinciden con una referencia, de unas lecturas de cadenas que coinciden con una referencia, y de una lectura que
coincide con una referencia. La Fig. 2 también ilustra como puede realizarse una prueba de parametros que
contenga una funcién de maxima probabilidad. Si la prueba de parametros es mayor que un umbral predeterminado
cuando se realiza en un indel candidato, entonces el candidato puede clasificarse como un indel verdadero. Si la
prueba de parametro es menor o igual que un umbral predeterminado cuando se realiza en un indel candidato,
entonces el candidato puede clasificarse como un indel introducido (por ejemplo, no biolégico).

El paso de realizar una prueba de hipétesis puede comprender realizar un algoritmo de maximizacién de
multiples parametros. El algoritmo de maximizacién de miltiples parametros puede comprender un algoritmo de
Nelder-Mead. La clasificacién de un indel candidato como un indel verdadero o un indel introducido puede
comprender (a) maximizar una funciéon de probabilidad de multiples parametros, (b) clasificar un indel candidato
como un indel verdadero si el valor de la funcion de maxima probabilidad es mayor que un umbral predeterminado
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valor, y (c) clasificar un indel candidato como indel introducido si el valor de la funciéon de méaxima probabilidad es
menor o igual que un valor de umbral predeterminado. La funcién de probabilidad de multiples parametros puede
proporcionarse como:

PriLecturas‘ oo, ﬂly ﬁzy }:

Il [ (( ﬁl)(lfy)Rly 1+/37 Li-»1 *0][( ﬂz)(lfy)Rzy 2+ﬂ2y (Jf)V2+02]+a'~(~-)+(1aa')~(~~-)}

Familias \

Una funcién de probabilidad de miultiples parametros Pr{Lecturas | a, a', B1, B2, y} pueden representar una
probabilidad de una configuracién observada de lecturas de acuerdo con el modelo ilustrado en la Fig. 4 (y descrito
en el parrafo [00112]). Una suposicion del modelo puede ser que, dados ciertos valores de parametros (por ejemplo,
a, a', B1, B2 y y), una configuracion observada de lecturas dentro de una familia es estadisticamente independiente
de una configuracién observada de lecturas dentro de todos las otras familias. Por lo tanto, la probabilidad
Pr{Lecturas | a, o', B1, Bz, y} pueden expresarse como un producto de Pr{lecturas en la familia f | a, o', B1, B2, y} sobre
todas las familias. Esta propia probabilidad por familia puede comprender una suma ponderada de por lo menos tres
componentes, en donde cada componente corresponde a un posible tipo de familia: a) que tiene el alelo variante
(con peso a), b) que tiene otro alelo variante no de referencia (con peso o', o ¢c) que tiene el alelo de referencia (con
peso 1-a-a'). Estos componentes sumados pueden ser probabilidades de configuracién de lectura observada para el
el tipo de familia respectivo Pr{lecturas en la familia f | a, o', B1, B2, vy, y la familia f teniendo el alelo variante},
Pr{lecturas en la familia f | a, o', B1, B 2, v, y la familia f teniendo otro alelo variante no de referencia}, y Pr{lecturas en
la familia f | a, o, B1, B 2, v, y la familia f teniendo el alelo de referencia}.

Como el modelo postula que dentro de una familia cada cadena puede verse afectada por un error de indel
independientemente de la otra cadena, la probabilidad de configuracion de lectura observada para una familia que
tiene el alelo variante Pr {lecturas en la familia f | a, a', B1, B 2, v, y la familia f teniendo el alelo variante} puede ser en
si misma un producto de la probabilidad de configuracion observada de lecturas de la cadena directa y la
probabilidad de configuraciéon observada de lecturas de la cadena inversa. Cada una de estas probabilidades puede
ser en si misma una suma ponderada de por lo menos dos componentes, en donde cada componente corresponde
a un resultado posible: X) el error de indel especifico de la cadena afectd a esta cadena de la familia (con peso B1 0
B2) e Y) el error de indel especifico de la cadena no afect6 a esta cadena de la familia (con peso 1-B1 0 1-B2).

Finalmente, dentro de una familia de tipo supuesto a), b) o ¢), y/o dentro de una cadena de tipo supuesto X)
0 Y), la probabilidad de una configuracién de lectura especifica puede ser un producto de probabilidades para
lecturas individuales, ya que el modelo postula que estas lecturas tienen una probabilidad estadisticamente
independiente de caer en una de las tres categorias: i) la lectura apoya el alelo variante, ii) la lectura apoya otro alelo
variante no de referencia, o iii) la lectura apoya el alelo de referencia. Estas probabilidades se enumeran en la Tabla
6 a continuacion.

Tabla 6
Familia Error de i) lectura apoya ii) lectura apoya iii) lectura apoya
cadena variante otro referencia

a) alelo variante presente y 1-y 1-y
ausente 1-y Y Y

b) otro alelo presente 1-y Y 1-y

variante ausente % 1-y %

c) alelo de referencia presente 1-y 1-y y
ausente y y 1-y

Aunque en la presente se han mostrado y descrito realizaciones preferidas de la presente invencion,
resultara obvio para los expertos en la técnica que tales realizaciones se proporcionan a modo de ejemplo
solamente. No se pretende que la invencion esté limitada por los ejemplos especificos proporcionados dentro de la
especificacion. Aunque la invencién se ha descrito con referencia a la especificacién mencionada anteriormente, no
se pretende que las descripciones e ilustraciones de las realizaciones en la presente se interpreten en un sentido
limitativo.

Sistemas de control informatico

La presente divulgacion proporciona sistemas de control informatico que estan programados para
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implementar métodos de la divulgacién. En un aspecto, la presente divulgacién proporciona un sistema que
comprende un ordenador que comprende un procesador y una memoria de ordenador, en donde el ordenador esta
en comunicacién con una red de comunicaciones, y en donde la memoria del ordenador comprende un cédigo que,
cuando es ejecutado por el procesador, (1) recibe los datos de secuencia en la memoria del ordenador desde la red
de comunicaciones; (2) determina si una variante genética en los datos de secuencia representa un mutante; y (3)
informa, a través de la red de comunicaciones, la determinacion.

Una red de comunicaciones puede ser cualquier red disponible que se conecte a Internet. La red de
comunicaciones puede utilizar, por ejemplo, una red de transmision de alta velocidad que incluye, sin limitacion,
banda ancha sobre lineas eléctricas (BPL), cable mdédem, linea de abonado digital (DSL), fibra, satélite e
inaldmbrica.

En otro aspecto, se proporciona en la presente un sistema que comprende: una red de area local; uno o
mas secuenciadores de ADN que comprenden memoria de ordenador configurada para almacenar datos de
secuencias de ADN que estan conectados a la red de area local; un ordenador de bioinformatica que comprende
una memoria de ordenador y un procesador, dicho ordenador estd conectado a la red de area local; en donde el
ordenador comprende ademdas un codigo que, cuando se ejecuta, copia los datos de secuencias de ADN
almacenados en el secuenciador de ADN, escribe los datos copiados en la memoria del ordenador de bioinformatica
y realiza los pasos como se describe en la presente.

La FIG. 5 muestra un sistema informatico 501 que esta programado o configurado de otro modo para
implementar métodos para generar un conjunto de sefiuelos, para seleccionar un conjunto de bloques de panel, y
para mejorar la precisién de la deteccion de un indel de una pluralidad de lecturas de secuencia derivadas de
moléculas ADNCcf. El sistema informatico 501 puede regular varios aspectos de la presente divulgacion, tales como,
por ejemplo, métodos para generar un conjunto de sefuelos, para seleccionar un conjunto de bloques de panel, o
para mejorar la precision de la deteccién de un indel a partir de una pluralidad de lecturas de secuencia derivadas de
moléculas ADNCcf. El sistema informéatico 501 puede ser un dispositivo electronico de un usuario 0 un sistema
informatico que estéa localizado remoto con respecto al dispositivo electrénico. El dispositivo electrénico puede ser un
dispositivo electrénico movil.

El sistema informatico 501 incluye una unidad de procesamiento central (CPU, también "procesador" y
"procesador informatico" en la presente) 505, que puede ser un procesador de un solo nucleo o de miltiples nucleos,
0 una pluralidad de procesadores para procesamiento paralelo. El sistema informatico 501 también incluye memoria
o localizacién de memoria 510 (por ejemplo, memoria de acceso aleatorio, memoria de solo lectura, memoria flash),
unidad de almacenamiento electronico 515 (por ejemplo, disco duro), interfaz de comunicacién 520 (por ejemplo,
adaptador de red) para comunicarse con uno o mas de otros sistemas, y dispositivos periféricos 525 como caché,
otra memoria, almacenamiento de datos y/o adaptadores de pantalla electronicos. La memoria 510, la unidad de
almacenamiento 515, la interfaz 520 y los dispositivos periféricos 525 estan en comunicacién con la CPU 505 a
través de un bus de comunicacion (lineas continuas), como una placa base. La unidad de almacenamiento 515
puede ser una unidad de almacenamiento de datos (o depédsito de datos) para almacenar datos. El sistema
informatico 501 puede acoplarse operativamente a una red informatica ("red") 530 con la ayuda de la interfaz de
comunicacién 520. La red 530 puede ser Internet, una internet y/o extranet, o una intranet y/o extranet que esta en
comunicacién con Internet. La red 530 en algunos casos es una red de telecomunicaciones y/o datos. La red 530
puede incluir uno o mas servidores informaticos, que pueden permitir la informatica distribuida, como la informatica
en la nube. La red 530, en algunos casos con la ayuda del sistema informatico 501, puede implementar una red
entre pares, que puede permitir que los dispositivos acoplados al sistema informatico 501 se comporten como un
cliente o un servidor.

La CPU 505 puede ejecutar una secuencia de instrucciones legibles por maquina, que pueden incorporarse
en un programa o software. Las instrucciones pueden almacenarse en una localizacion de memoria, como la
memoria 510. Las instrucciones pueden dirigirse a la CPU 505, que posteriormente puede programar o configurar de
otro modo la CPU 505 para implementar los métodos de la presente divulgaciéon. Los ejemplos de operaciones
realizadas por la CPU 505 pueden incluir buscar, decodificar, ejecutar y reescribir.

La CPU 505 puede ser parte de un circuito, como un circuito integrado. En el circuito pueden incluirse uno o
mas de otros componentes del sistema 501. En algunos casos, el circuito es un circuito integrado de aplicacién
especifica (ASIC).

La unidad de almacenamiento 515 puede almacenar archivos como controladores, bibliotecas y programas
guardados. La unidad de almacenamiento 515 puede almacenar datos de usuario, por ejemplo, preferencias de
usuario y programas de usuario. El sistema informatico 501 en algunos casos puede incluir una o mas unidades de
almacenamiento de datos adicionales que son externas al sistema informatico 501, como localizadas en un servidor
remoto que esta en comunicacion con el sistema informatico 501 a través de una intranet o Internet.

El sistema informatico 501 puede comunicarse con uno 0 mas sistemas informaticos remotos a través de la
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red 530. Por ejemplo, el sistema informatico 501 puede comunicarse con un sistema informatico remoto de un
usuario. Ejemplos de sistemas informaticos remotos incluyen ordenadores personales (por ejemplo, PC portatil),
pizarras o tabletas PC (por ejemplo, Apple® iPad, Samsung® Galaxy Tab), teléfonos, teléfonos inteligentes (por
ejemplo, Apple® iPhone, dispositivo con Android, Blackberry®) o asistentes digitales personales. El usuario puede
acceder al sistema informatico 501 a través de la red 530.

Los métodos descritos en la presente pueden implementarse mediante un cddigo ejecutable por maquina
(por ejemplo, procesador de ordenador) almacenado en una localizacién de almacenamiento electrénico del sistema
informatico 501 como, por ejemplo, en la memoria 510 o la unidad de almacenamiento electrénico 515. El codigo
ejecutable o legible por maquina puede proporcionarse en forma de software. Durante el uso, el cédigo puede ser
ejecutado por el procesador 505. En algunos casos, el codigo puede ser recuperado de la unidad de
almacenamiento 515 y almacenarse en la memoria 510 para que el procesador 505 tenga facil acceso. En algunas
situaciones, la unidad de almacenamiento electronico 515 puede excluirse, y las instrucciones ejecutables por
maquina se almacenan en la memoria 510.

El cédigo puede precompilarse y configurarse para su uso con una maquina que tenga un procesador
adaptado para ejecutar el codigo, o puede compilarse durante el tiempo de ejecucion. El cddigo puede
proporcionarse en un lenguaje de programacion que puede seleccionarse para permitir que el cédigo se ejecute de
una manera precompilada o compilada.

Los aspectos de los sistemas y métodos proporcionados en la presente, como el sistema informatico 501,
pueden incorporarse en programacion. Varios aspectos de la tecnologia pueden considerarse como "productos" o
"articulos de fabricacion" tipicamente en forma de cédigo ejecutable por maquina (o procesador) y/o datos asociados
que se transportan o incorporan en un tipo de medio legible por maquina. El cédigo ejecutable por maquina puede
almacenarse en una unidad de almacenamiento electrénico, como una memoria (por ejemplo, memoria de solo
lectura, memoria de acceso aleatorio, memoria flash) o un disco duro. Los medios de tipo "almacenamiento” pueden
incluir parte o toda la memoria tangible de los ordenadores, procesadores o similares, 0 modulos asociados de los
mismos, como varias memorias de semiconductores, unidades de cinta, unidades de disco y similares, que pueden
proporcionar almacenamiento no transitorio en cualquier momento para la programacién del software. En ocasiones,
todo o parte del software pueden comunicarse a través de Internet o de varias otras redes de telecomunicaciones.
Tales comunicaciones, por ejemplo, pueden permitir la carga del software desde un ordenador o procesador a otro,
por ejemplo, desde un servidor de gestién u ordenador principal a la plataforma informética de un servidor de
aplicaciones. Por tanto, otro tipo de medio que puede contener los elementos de software incluye ondas épticas,
eléctricas y electromagnéticas, como las que se usan en interfaces fisicas entre dispositivos locales, a través de
redes terrestres de cable y Opticas y a través de varios enlaces aéreos. Los elementos fisicos que transportan tales
ondas, como enlaces por cable o inalambricos, enlaces 6pticos o similares, también pueden considerarse medios
que llevan el software. Como se usa en la presente, a menos que se limite a medios de "almacenamiento" no
transitorios, tangibles, términos como "medio legible" por ordenador o maquina se refieren a cualquier medio que
participa en proporcionar instrucciones a un procesador para su ejecucion.

Por lo tanto, un medio legible por maquina, como un cddigo ejecutable por ordenador, puede adoptar
muchas formas, incluyendo, entre otras, un medio de almacenamiento tangible, un medio de onda portadora o un
medio de transmision fisico. Los medios de almacenamiento no volatiles incluyen, por ejemplo, discos Opticos o
magnéticos, como cualquiera de los dispositivos de almacenamiento en cualquier ordenador o similares, como los
que pueden usarse para implementar las bases de datos, etc. mostrados en los dibujos. Los medios de
almacenamiento volatiles incluyen la memoria dindmica, como la memoria principal de dicha plataforma informatica.
Los medios de transmisién tangibles incluyen cables coaxiales; cable de cobre y fibra éptica, incluyendo los cables
que componen un bus dentro de un sistema informatico. Los medios de transmision de ondas portadoras pueden
adoptar la forma de sefales eléctricas o electromagnéticas, u ondas acusticas o de luz como las generadas durante
las comunicaciones de datos por radiofrecuencia (RF) e infrarroja (IR). Por lo tanto, las formas comunes de medios
legibles por ordenador incluyen, por ejemplo: un disquete, un disco flexible, un disco duro, una cinta magnética,
cualquier otro medio magnético, un CD-ROM, DVD o DVD-ROM, cualquier otro medio Optico, cinta de papel para
tarjetas perforadas, cualquier otro medio de almacenamiento fisico con patrones de agujeros, una RAM, una ROM,
una PROM y EPROM, una FLASH-EPROM, cualquier otro chip o cartucho de memoria, una onda portadora que
transporte datos o instrucciones, cables o enlaces que transporten dicha onda portadora, o cualquier otro medio
desde el cual un ordenador pueda leer codigo de programacion y/o datos. Muchas de estas formas de medios
legibles por ordenador pueden estar implicadas en llevar una o0 mas secuencias de una 0 mas instrucciones a un
procesador para su ejecucion.

El sistema informatico 501 puede incluir o estar en comunicacién con una pantalla electrénica 535 que
comprende una interfaz de usuario (Ul) 540 para proporcionar, por ejemplo, parametros de entrada para métodos
para generar un conjunto de sefiuelos, para seleccionar un conjunto de bloques de panel., o para mejorar la
precision de la detecciéon de un indel a partir de una pluralidad de lecturas de secuencia derivadas de ADNcf. Los
ejemplos de Ul incluyen, sin limitacién, una interfaz grafica de usuario (GUI) y una interfaz de usuario basada en red.
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Los métodos y sistemas de la presente divulgacion pueden implementarse mediante uno o mas algoritmos.
Un algoritmo puede implementarse por medio de software tras la ejecucion por la unidad central de procesamiento
505. El algoritmo puede, por ejemplo, generar un conjunto de sefuelos, seleccionar un conjunto de bloques de panel
0 mejorar la precision de la deteccién de una indel de una pluralidad de lecturas de secuencia derivadas de
moléculas de ADNCcf.

EJEMPLOS
Ejemplo 1: Evaluacion del rendimiento analitico

La sensibilidad analitica (definida por el limite de deteccién y por el porcentaje de concordancia positiva) y
la precision se evaluaron a lo largo de la fraccién alélica notificable y los intervalos de nimero de copias mediante
multiples estudios de dilucién en serie de material artificial y muestras de pacientes caracterizados ortogonalmente.
La especificidad analitica se evalu6 calculando la tasa de falsos positivos en mezclas de muestras de donantes
sanos precaracterizadas diluidas en serie en el intervalo inferior notificable hasta las fracciones alélicas por debajo
del limite de deteccion. El valor predictivo positivo (PPV) se estimd como una funcion de la fraccion alélica/numero
de copias de muestras de pacientes clinicos precaracterizados y se ajust6é a la prevalencia usando una cohorte de
2585 muestras clinicas consecutivas. La confirmacion ortogonal cualitativa y cuantitativa se realiz6 mediante ddPCR.

El rendimiento analitico se resume en la Tabla 7 a continuacion. La especificidad analitica fue del 100%
para variantes de un solo nucleétido (SNV), fusiones y alteraciones del niumero de copias (CNA) y del 96% (24/25)
para indeles en 25 muestras definidas. En relacion con otros métodos, este ensayo demostré aumentos del 20% al
50% en la recuperacién de la molécula de fusion, dependiendo del contexto de la secuencia. El analisis retrospectivo
in silico de 2585 muestras clinicas consecutivas demostr6 un aumento relativo de >15% en la deteccion de fusion
procesable, un aumento del 6%-15% en la deteccion de indel procesable (excluyendo los indeles notificables
recientemente) y un aumento del 3%-6% en la deteccién de SNV procesable.

Tabla 7
o,
. Intervalo ?S.A’ de Fraccién alélica/ | Sensibilidad Fraccién alélica /
Alteraciones| . limite de . . . PPV
informable ., Nuamero de copias |analitica Numero de copias
detencion
>0.25% >99.9% >0.25% 98.7%
SNVs >0.04% 0.25%
0.05-0.25% 63.8% <0.25% 92.3%
>0.25% >99.9% >0.25% 98.4%
Indeles 20.02% 0.2%
0.05-0.25% 67.8% <0.25% 88.5%
>0.3% 100%
Fusiones >0.04% 0.4% cualquiera 100%
<0.3% 83.0%
>2.12 2.24-2.
CNAs . . 93 2.3 copias 95.0% cualquiera 100%
copias copias

Tabla 7: Caracteristicas de rendimiento analitico basadas en la entrada de ADNcf estandar (30 ng). Se
proporcionan estimaciones de sensibilidad analitica/limite de deteccién para variantes clinicamente procesables y
pueden variar segun el contexto de secuencia y la entrada de ADNcf. El valor predictivo positivo se estima en todo el
espacio del panel notificable (el VPP fue del 100% para las variantes clinicamente procesables).

En resumen, el ensayo detectdé de forma exhaustiva todas las variantes gendmicas soméaticas
recomendadas por las guias de tumores solidos en adultos con alta sensibilidad, precision y especificidad.

Ejemplo 2: Titulacion de punto critico y de estructura principal

En este experimento, se determinaron la replicacion de sondas apropiada y el punto de saturacién para
cada panel. Los paneles de punto critico y estructura principal se disefiaron tanto para la replicacién de sonda
predeterminada como para la replicacion de sonda optimizada. El panel de puntos criticos es de aproximadamente
12 kb y se dirige a regiones de objetivos gendmicos que pueden ser indicativas de la respuesta al farmaco, un
estado patolégico (por ejemplo, cancer) y/o un objetivo genémico incluido en la National Comprehensive Cancer
Network ("NCCN"). El panel de la estructura principal es de aproximadamente 140 kb y cubre el resto del contenido
del panel. El panel del punto critico y de la estructura principal puede comprender cualquier localizacién genética en
la Tabla 3. Se realiz6 un experimento de titulacion para la cantidad de entrada del panel para cada uno de los cuatro
paneles a 5 ng, 15 ng y 30 ng de ADNcf como se expone en la Tabla 1. La FIG. 6 muestra la cantidad de entrada
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frente al recuento de moléculas Unicas para el panel genérico. El recuento de moléculas Unicas saturadas a
aproximadamente Vol. 3X para el sefuelo de la estructura principal y aproximadamente Vol. 1.2X para el sefiuelo del
punto critico (datos no mostrados), sugiere que el panel de estructura principal optimizado era menos variable en
comparacioén con el panel predeterminado.

Ejemplo 3: Captura selectiva de una region de punto critico

En base al punto de saturacion de cada panel en el Ejemplo 2, se determind una concentracion de sefuelo
de la estructura principal y una concentracién de sefiuelo de punto critico. Se gener6 Una mezcla de sefuelo de
estructura principal (por ejemplo, Vol. A) y sefiuelo de punto critico (por ejemplo, Vol. B) y el recuento de moléculas
para la mezcla de sefiuelos de punto critico/estructura principal se comparé con el recuento de moléculas para un
panel genérico. Los recuentos de moléculas del panel de punto critico fueron mas altos que los del panel de la
estructura principal. La diferencia se hizo mas notoria con una mayor cantidad de entrada de ADNCcf, ya que el
sefiuelo de la estructura principal se saturé6 mucho mas rapido, por ejemplo, con una menor cantidad de entrada, en
comparacion con el sefiuelo del punto critico. Se observé una tendencia similar con el recuento de cadena doble
(datos no mostrados). El tamafio de la familia también fue mas alto para el panel de punto critico que para el panel
de estructura principal (datos no mostrados). La diferencia en los tamafo de las familias puede indicar que el panel
de punto critico captura mas que el panel de la estructura principal, a pesar de que el efecto estaba enmascarado
con recuentos de moléculas. Por ejemplo, con tamafos de familias mas grandes para 5 ng, es probable que se
capturasen la mayoria de las moléculas Unicas, por lo que no hubo una diferencia obvia entre el panel de punto
critico y el de la estructura principal. Con las diferencias de tamafnos de las familias, es probable que el panel de
punto critico capturase mas duplicados de PCR que el panel de la estructura principal.

En resumen, este experimento demuestra que las regiones de punto critico pueden capturarse
selectivamente con una cantidad de panel de punto critico aumentada.
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REIVINDICACIONES
1. Un método para enriquecer multiples regiones genémicas, que comprende:

(a) poner en contacto una cantidad predeterminada de acido nucleico de una muestra con una mezcla de
sefiuelos que comprende:

(i) un primer conjunto de sefiuelos que hibrida selectivamente con un primer conjunto de regiones genémicas
del acido nucleico de la muestra, dicho primer conjunto de sefiuelos proporcionado a una primera
concentracién que es menor que un punto de saturacion del primer conjunto de sefuelos, y

(ii) un segundo conjunto de sefiuelos que hibrida selectivamente con un segundo conjunto de regiones
gendmicas del acido nucleico de la muestra, dicho segundo conjunto de sefiuelos proporcionado a una
segunda concentracién que es igual o esta por encima de un punto de saturacion del segundo conjunto de
sefuelos; y

(b) enriquecer el acido nucleico de la muestra para el primer conjunto de regiones gendmicas y el segundo
conjunto de regiones genémicas, produciendo de este modo un &cido nucleico enriquecido,

en donde los sefiuelos son oligonucleétidos especificos del objetivo, y en donde la muestra comprende ADN libre de
células.

2. El método de la reivindicacién 1, en donde el segundo conjunto de sefiuelos tiene un punto de saturacion que es
mayor que sustancialmente todos los puntos de saturacién asociados con los sefiuelos en el segundo conjunto de
sefiuelos cuando un sefuelo del segundo conjunto de sefiuelos se somete a una curva de titulacion generada:

(i) midiendo la eficiencia de captura de un sefiuelo del segundo conjunto de sefiuelos en funcién de la
concentracién del sefiuelo, y

(i) identificando un punto de inflexién dentro de la curva de titulacién, identificando de este modo un punto de
saturacion asociado con el sefiuelo.

3. El método de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en donde el punto de saturacion del primer conjunto de
sefiuelos se selecciona de tal manera que una eficiencia de captura observada aumento en menos del 10% a una
concentracién del sefiuelo de dos veces la de la primera concentracion.

4. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el punto de saturacion se selecciona de tal
manera que una eficiencia de captura observada aumenta en menos del 10% a una concentracion del sefiuelo de
dos veces la de la segunda concentracién.

5. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el primer conjunto de sefiuelos o el segundo
conjunto de sefiuelos enriquecen selectivamente una 0 mas regiones asociadas a nucleosomas de un genoma, las
regiones asociadas a nucleosomas comprendiendo regiones gendmicas que tienen una 0 mas posiciones de bases
gendmicas con ocupacion nucleosémica diferencial, en donde la ocupacién nucleosémica diferencial es
caracteristica de un tipo de célula o tejido de origen o estado patoldgico.

6. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que comprende ademas:

(c) secuenciar el acido nucleico enriquecido para producir una pluralidad de lecturas de secuencia,
comprendiendo ademas opcionalmente:

(d) producir una salida que comprende secuencias de acido nucleico representativas del acido nucleico de la
muestra.

7. El método de la reivindicacion 6, en donde las lecturas de secuencia se analizan para variantes genéticas
relevantes para el cancer.

8. El método de la reivindicacién 6 o la reivindicacion 7, en donde las lecturas de secuencia redundantes de un acido
nucleico original en la muestra se colapsan en una secuencia de consenso que representa la secuencia del acido
nucleico original.

9. El método de cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, en donde el primer conjunto de regiones genémicas y/o el
segundo conjunto de regiones genémicas tienen una profundidad de lectura de entre 1.000 recuentos/base y 50.000
recuentos/base.

10. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde el punto de saturaciéon de un conjunto de
sefuelos se determina:
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(a) para cada uno de los sefiuelos en el conjunto de sefiuelos, generando una curva de titulacion que
comprende:

(i) medir la eficiencia de captura del sefiuelo en funcién de la concentracion del sefiuelo, y
(i) identificar el punto de inflexion dentro de la curva de titulacién, identificando de este modo un punto de
saturacion asociado con el sefiuelo; y

(b) seleccionando un punto de saturacién que es mayor que sustancialmente todos los puntos de saturacion
asociados con sefuelos en el conjunto de sefiuelos, determinando de este modo el punto de saturacion del
conjunto de sefuelos.

11. El método de cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4 o la reivindicacién 10, en donde la eficiencia de captura de
un sefiuelo se determina:

(a) proporcionando una pluralidad de muestras de acidos nucleicos obtenidas de una pluralidad de sujetos en
una cohorte;

(b) hibridando el sefiuelo con cada una de las muestras de acidos nucleicos, en cada una de una pluralidad de
concentraciones del seiuelo;

(c) enriqueciendo con el sefiuelo una pluralidad de regiones genémicas de las muestras de acidos nucleicos, en
cada una de la pluralidad de concentraciones del sefiuelo; y

(d) midiendo el nimero de moléculas de acido nucleico Unicas o moléculas de &acido nucleico con la
representacion de ambas cadenas de una molécula de acido nucleico de cadena doble original que representa la
eficacia de captura en cada una de la pluralidad de concentraciones del sefiuelo.

12. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde las regiones gendémicas comprenden:

(a) por lo menos una parte de por lo menos 5, por lo menos 10, por lo menos 15, por lo menos 20, por lo menos
25, por lo menos 30, por lo menos 35, por lo menos 40, por lo menos 45, por lo menos 50, por lo menos 55, por
lo menos 60, por lo menos 65, por lo menos 70, por lo menos 75, por lo menos 80, por lo menos 85,

por lo menos 90, por lo menos 95, 0 97 de los genes de la Tabla 3; y/o

(b) por lo menos una parte de por lo menos 5, por lo menos 10, por lo menos 15, por lo menos 20, por lo menos
25, por lo menos 30, por lo menos 35, por lo menos 40, por lo menos 45, por lo menos 50, por lo menos 55, por
lo menos 60, por lo menos 65, por lo menos 70, por lo menos 75, por lo menos 80, por lo menos 85, por lo
menos 90, por lo menos 95, por lo menos 100, por lo menos 105, por lo menos 110, o 115 de los genes de la
Tabla 4.

13. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la cantidad predeterminada es de
aproximadamente 200 ng, aproximadamente 150 ng, aproximadamente 125 ng, aproximadamente 100 ng,
aproximadamente 75 ng, aproximadamente 50 ng, aproximadamente 25 ng, aproximadamente 10 ng,
aproximadamente 5 ng o aproximadamente 1 ng de ADN.

14. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el ADN libre de células es ADN libre de
células aislado de la sangre o suero.

15. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el ADN libre de células comprende ADN
tumoral circulante.
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