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DESCRIPCION
Determinacién no invasiva del metiloma tumoral a partir de plasma

La presente divulgacién se refiere, en general, a la determinacién de un patrén de metilaciéon (metiloma) del ADN, y
méas particularmente al analisis de una muestra biolégica (p. ej., plasma) que incluye una mezcla de ADN de diferentes
genomas (p. ej., de feto y madre, o de tumor y células normales) para determinar el patrén de metilacién (metiloma)
del genoma minoritario. También se describen los usos del metiloma determinado.

El desarrollo embrionario y fetal es un proceso complejo que implica una serie de acontecimientos genéticos y
epigenéticos altamente orquestados. El desarrollo del cancer también es un proceso complejo que suele implicar
multiples etapas genéticas y epigenéticas. Las anomalias en el control epigenético de los procesos evolutivos estan
implicadas en la infertilidad, aborto espontdneo, anomalias del crecimiento intrauterino y consecuencias postnatales.
La metilacién del ADN es uno de los mecanismos epigenéticos mas estudiados. La metilacién del ADN se produce
principalmente en el contexto de la adicién de un grupo metilo al carbono 5' de los restos de citosina entre los
dinucleétidos CpG. La metilacién de la citosina afiade una capa de control a la transcripcién de genes y a la funcién
del ADN. Por ejemplo, la hipermetilacién de promotores de genes enriquecidos con dinucleétidos CpG, denominados
islas CpG, suele asociarse a la inhibicién de la funcién génica.

A pesar del importante papel de los mecanismos epigenéticos en la mediacién de los procesos evolutivos, los tejidos
embrionarios y fetales humanos no son faciles de obtener para su andlisis (los tumores pueden ser igualmente
inaccesibles). Los estudios de los cambios dinamicos de estos procesos epigenéticos en la salud y la enfermedad
durante el periodo prenatal en seres humanos son practicamente imposibles. Los tejidos extraembrionarios,
especialmente la placenta, que pueden obtenerse como parte de los procedimientos de diagndstico prenatal o después
del nacimiento, han proporcionado una de las principales vias para tales investigaciones. Sin embargo, estos tejidos
requieren procedimientos invasivos.

El perfil de metilacién del ADN de la placenta humana ha intrigado a los investigadores durante décadas. La placenta
humana presenta una plétora de caracteristicas fisiolégicas peculiares relacionadas con la metilacion del ADN. A nivel
mundial, los tejidos placentarios estan hipometilados en comparacién con la mayoria de los tejidos somaticos. A nivel
genético, el estado de metilacién de determinados locus genémicos es un distintivo especifico de los tejidos
placentarios. Tanto los perfiles de metilacién globales como los especificos de cada locus muestran cambios
dependientes de la edad gestacional. Los genes sellados, en concreto, los genes cuya expresién depende del origen
parental de los alelos desempefian funciones clave en la placenta. La placenta se ha descrito como pseudomalignha y
se ha observado hipermetilaciéon de varios genes inhibidores de tumores.

Los estudios del perfil de metilacion del ADN de los tejidos placentarios han aportado informacién sobre la
fisiopatologia de enfermedades asociadas a la gestacion o relacionadas con el desarrollo, tales como la preeclampsia
y el retraso del crecimiento intrauterino. Los trastornos producidos en el sellado genédmico estén asociados a trastornos
del desarrollo, como el sindrome de Prader-Willi y el sindrome de Angelman. Se han observado perfiles alterados de
sellado gendmico y metilacion global del ADN en tejidos placentarios y fetales en gestaciones resultantes de técnicas
de reproduccién asistida (H Hiura et al. 2012 Hum Reprod, 27: 2541-2548). Una serie de factores ambientales como
el tabaquismo materno (K. E. Haworth et al. 2013 Epigenomics; 5: 37-49), factores dietéticos maternos (X. Jiang et al.
2012 FASEB J, 26: 3563-3574) y el estado metabdlico materno, como la diabetes (N. Hajj et al, Diabetes, doi:
10.2337/db 12-0289) se han asociado a aberraciones epigenéticas de la descendencia.

El documento WO 2011/038507 A1 se refiere a métodos y sistemas para la elaboracién de perfiles de metilacién del
ADN a gran escala de ADN circulante extracelular en humores corporales. Pueden analizarse varios locus (regiones)
en paralelo, y la sefial del sujeto y de los individuos sanos puede compararse para identificar una regién que esté
metilada de forma diferencial.

A pesar de décadas de esfuerzos, no se disponia de medios préacticos para estudiar el metiloma fetal o tumoral y
controlar los cambios dindmicos producidos a lo largo de la gestacion o durante los procesos patolégicos, tales como
los tumores malignos. Por lo tanto, es deseable proporcionar métodos para analizar todo o porciones de un metiloma
fetal y un metiloma tumoral de forma no invasiva.

De acuerdo con la presente invencién, se proporciona un método de anélisis de una muestra biolégica de un organismo
como se define en la reivindicacion 1.

En el contexto del cancer, la medicién de los cambios metildmicos en el plasma puede permitir detectar el cancer (p.
ej., con fines de cribado), para el seguimiento (p. ej., para detectar la respuesta tras un tratamiento contra el cancer; y
para detectar la recaida del cancer) y para el pronéstico (p. ej., para medir la carga de células cancerosas en el
organismo o con fines de estadificacién o para evaluar la probabilidad de muerte por enfermedad o progresion de la
enfermedad o procesos metastésicos).

Se puede obtener una mejor comprensidn de la naturaleza y ventajas de las realizaciones de la presente invencién
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con referencia a la siguiente descripcién detallada y los dibujos adjuntos, en las que:

La FIG. 1A muestra una tabla 100 de resultados de secuenciacién de sangre materna, placenta y plasma materno de
acuerdo con realizaciones de la presente invencién.

La FIG. 1 muestra la densidad de metilacién en ventanas de 1 Mb de muestras secuenciadas de acuerdo con
realizaciones de la presente invencién.

Las FIGS. 2A-2C muestran gréaficas de los valores beta frente a los indices de metilacién: (A) Células sanguineas
maternas, (B) Muestra de vellosidades coridnicas, (C) Tejido placentario a término.

Las FIGS. 3A y 3B muestran graficos de barras del porcentaje de sitios CpG metilados en plasma y glébulos
sanguineos recogidos de un varén adulto y una mujer adulta no gestante: (A) Autosomas, (B) Cromosoma X.

Las FIGS. 4A y 4B muestran gréficos de las densidades de metilacién de los locus correspondientes en el ADN de
glébulos sanguineos y en el ADN plasmético: (A) Mujer adulta no gestante, (B) Vardn adulto.

Las FIGS. 5A y 5B muestran graficos de barras del porcentaje de sitios CpG metilados entre las muestras recogidas
de la gestacion: (A). Autosomas, (B) Cromosoma X.

La FIG. 6 muestra un grafico de barras del nivel de metilacién de diferentes clases de repeticién del genoma humano
para la sangre materna, placenta y plasma materno.

La FIG. 7A muestra un diagrama Circos 700 para muestras del primer trimestre. La FIG. 7B muestra un diagrama
Circos 750 para muestras del tercer trimestre.

Las FIGS 8A-8D muestran graficas de comparaciones de las densidades de metilacién del ADN del tejido genémico
frente al ADN del plasma materno para los sitios CpG que rodean los polimorfismos de un solo nucleétido informativos.

La FIG. 9 es un diagrama de flujo que ilustra un método 900 para determinar un primer perfil de metilacién a partir de
una muestra biolégica de un organismo de acuerdo con realizaciones de la presente invencion.

La FIG. 10 es un diagrama de flujo que ilustra un método 1000 para determinar un primer perfil de metilacién a partir
de una muestra biol6égica de un organismo de acuerdo con realizaciones de la presente invencién.

Las FIGS. 11Ay 11B muestran graficos del rendimiento del algoritmo de prediccién utilizando datos de plasma materno
y concentracion fraccional de ADN fetal de acuerdo con realizaciones de la presente invencién.

La FIG. 12A es una tabla 1200 que muestra detalles de 15 locus gendémicos seleccionados para la prediccién de
metilacién de acuerdo con realizaciones de la presente invencién. La FIG. 12B es un grafico 1250 que muestra las
categorias deducidas de los 15 locus gendémicos seleccionados y sus correspondientes niveles de metilacién en la
placenta.

La FIG. 13 es un diagrama de flujo de un método 1300 para detectar una anomalia cromosdmica fetal a partir de una
muestra bioldgica de una mujer que esta gestando al menos un feto.

La FIG. 14 es un diagrama de flujo de un método 1400 para identificar marcadores de metilacién comparando un perfil
de metilacion placentario con un perfil de metilacién materno de acuerdo con realizaciones de la presente invencién.

FIG. 15A es una tabla 1500 que muestra un rendimiento del algoritmo de identificacion de DMR utilizando datos del
primer trimestre con referencia a 33 marcadores del primer trimestre previamente reportados. La FIG. 15B es una tabla
1550 que muestra un rendimiento del algoritmo de identificacién de DMR utilizando datos del tercer trimestre y
comparandolos con la muestra de placenta obtenida en el parto.

La FIG. 16 es una tabla 1600 que muestra los niumeros de locus predichos a ser hipermetilados o hipometilados
basados en el anélisis directo de los datos de secuenciacién de plasma materno tratado con bisulfito.

La FIG. 17A es un grafico 1700 que muestra la distribucién de tamafios del plasma materno, plasma de control de
mujeres no gestantes, ADN placentario y de sangre periférica. La FIG. 17B es un gréfico 1750 de la distribucién de
tamafios y el perfil de metilacién del plasma materno, plasma de control de mujer adulta, tejido placentario y sangre
de control de mujer adulta.

Las FIGS. 18A y 18B son gréficas de densidades de metilacién y tamafio de moléculas de ADN plasmatico de acuerdo
con realizaciones de la presente invencién.

La FIG. 19A muestra un grafico 1900 de las densidades de metilacién y los tamafios de las lecturas secuenciadas
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para una mujer adulta no gestante. La FIG. 19B es un grafico 1950 que muestra la distribucién del tamafio y el perfil
de metilacion de las moléculas de ADN especificas del feto y especificas de la madre en el plasma materno.

La FIG. 20 es un diagrama de flujo de un método 2000 para estimar un nivel de metilacién del ADN en una muestra
biolégica de un organismo de acuerdo con realizaciones de la presente invencién.

La FIG. 21A es una tabla 2100 que muestra las densidades de metilacién del plasma preoperatorio y las muestras de
tejido de un paciente con carcinoma hepatocelular (CHC). La FIG. 21B es una tabla 2150 que muestra el nimero de
lecturas de secuencia y la profundidad de secuenciacién lograda por muestra.

La FIG. 22 es una tabla 220 que muestra las densidades de metilacién en los autosomas, entre el 71,2 % y el 72,5 %,
en las muestras de plasma de los controles sanos.

Las FIGS. 23A y 23B muestran la densidad de metilacién de la capa leucocitaria, tejido tumoral, tejido hepatico no
tumoral, el plasma preoperatorio y postoperatorio del paciente con CHC.

Las FIGS. 24A es un grafico 2400 que muestra las densidades de metilaciéon del plasma preoperatorio del paciente
con CHC. Las FIGS. 24B es un gréafico 2450 que muestra las densidades de metilacién del plasma postoperatorio del
paciente con CHC.

Las FIGS. 25A y 25B muestran las puntuaciones z de las densidades de metilacién del ADN plasmatico para las
muestras plasméaticas preoperatorias (grafica 2500) y postoperatorias (grafica 2550) del paciente con CHC, utilizando
los datos del metiloma plasmatico de los cuatro sujetos de control sanos como referencia para el cromosoma 1.

La FIG. 26A es una tabla 2600 que muestra los datos de las puntuaciones z del plasma preoperatorio y postoperatorio.
La FIG. 26B es un diagrama Circos 2620 que muestra la puntuacién z de las densidades de metilacién del ADN
plasmético para las muestras de plasma preoperatorio y postoperatorio del paciente con CHC utilizando los cuatro
sujetos de control sanos como referencia para bins de 1 Mb analizados de todos los autosomas. La FIG. 26C es una
tabla 2640 que muestra una distribucién de las puntuaciones z de los bins de 1 Mb para todo el genoma en las
muestras de plasma preoperatorio y postoperatorio del paciente con CHC. La FIG. 26D es una tabla 2660 que muestra
los niveles de metilacion del tejido tumoral y de la muestra de plasma preoperatorio que se solapan con algunas de
las muestras de plasma de control cuando se utilizan los contextos de CHH y CHG.

Las FIG. 27A-H muestran diagramas Circos de la densidad de metilacién de 8 pacientes con cancer de acuerdo con
las realizaciones de la presente invencién. La FIG. 271 es una tabla 2780 que muestra el nUmero de lecturas de
secuencia y la profundidad de secuenciacién lograda por muestra. La FIG. 27J es una tabla 2790 que muestra una
distribucién de las puntuaciones z de los bins de 1 Mb para todo el genoma en plasma de pacientes con diferentes
tumores malignos. ACP = adenocarcinoma de pulmén; CNF = carcinoma nasofaringeo; CCR = carcinoma colorrectal;
NE = carcinoma neuroendocrino; SML = sarcoma de musculo liso.

La FIG. 28 es un diagrama de flujo del método 2800 de analisis de una muestra biolégica de un organismo para
determinar una clasificacién de un nivel de cancer de acuerdo con realizaciones de la presente invencion.

La FIG. 29A es un grafico 2900 que muestra la distribucidén de las densidades de metilacién en sujetos de referencia
suponiendo que esta distribucién sigue una distribucién normal. La Fig. 29B es un gréafico 2950 que muestra la
distribucién de las densidades de metilacién en sujetos con céancer suponiendo que esta distribuciéon sigue una
distribucién normal y el nivel medio de metilacién esta 2 deviaciones tipicas por debajo del valor de corte.

La FIG. 30 es un gréfico 3000 que muestra la distribucién de las densidades de metilacién del ADN plasmatico de
sujetos sanos y pacientes con cancer.

La FIG. 31 es un grafico 3100 que muestra la distribucién de las diferencias en las densidades de metilacion entre la
media del ADN plasmatico de sujetos sanos y el tejido tumoral del paciente con CHC.

La FIG. 32A es una tabla 3200 que muestra el efecto de reducir la profundidad de secuenciacién cuando la muestra
de plasma contenia un 5 % o un 2 % de ADN tumoral.

La FIG. 32B es un gréafico 3250 que muestra las densidades de metilacion de los elementos repetidos y de las regiones
no repetidas en el plasma de los cuatro sujetos de control sanos, la capa leucoplaquetaria, el tejido hepatico normal,
el tejido tumoral, las muestras de plasma preoperatorio y postoperatorio del paciente con CHC.

La FIG. 33 muestra un diagrama de bloques de un sistema informatico 3300 ilustrativo que puede utilizarse con el
sistema y los métodos de acuerdo con las realizaciones de la presente invencién.

La FIG. 34A muestra una distribucién de tamafios del ADN plasmético en el paciente con lupus eritematoso sistémico
(LES) LESO4. Las FIGS. 34B y 34C muestran analisis de metilacién para ADN plasmatico de un paciente con LES
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LES04 (FIG. 34B) y un paciente con CHC TBR36 (FIG. 34C).

La FIG. 35 es un diagrama de flujo de un método 3500 que determina una clasificacién de un nivel de cancer basado
en la hipermetilacién de islas CpG de acuerdo con realizaciones de la presente invencién.

La FIG. 36 es un diagrama de flujo que ilustra un método 3600 de analisis de una muestra biolégica de un organismo
para identificar el origen de una aberracién cromosémica de acuerdo con realizaciones de la presente invencién.

La FIG. 37A muestra el anélisis de las ANC para tejidos tumorales, ADN plasmatico no tratado con bisulfito (BS) y
ADN plasmatico tratado con bisulfito (de dentro a fuera) para el paciente TBR36. La FIG. 37B es un gréafico de
dispersiéon que muestra la relacién entre las puntuaciones z para la deteccién de ANC utilizando plasma tratado con
bisulfito y no tratado con bisulfito de los bins de 1 Mb para el paciente TBR36.

La FIG. 38A muestra el anélisis de las ANC para tejidos tumorales, ADN plasmatico no tratado con bisulfito (BS) y
ADN plasmatico tratado con bisulfito (de dentro a fuera) para el paciente TBR34. La FIG. 38B es un gréafico de
dispersion que muestra la relacién entre las puntuaciones z para la deteccién de las ANC utilizando plasma tratado
con bisulfito y no tratado con bisulfito de los bins de 1 Mb para el paciente TBR34.

La FIG. 39A es un diagrama Circos que muestra las ANC (anillo interior) y el anélisis de metilacién (anillo exterior)
para el plasma tratado con bisulfito de un paciente con CHC TBR240. La FIG. 39B es un diagrama Circos que muestra
las ANC (anillo interior) y el analisis de metilacién (anillo exterior) para el plasma tratado con bisulfito de un paciente
con CHC TBR164.

La FIG. 40A muestra el analisis de las ANC del paciente TBR36 para la muestra previa al tratamiento y la muestra
después del tratamiento. La FIG. 40B muestra el andlisis de metilacién del paciente TBR36 para la muestra previa al
tratamiento y la muestra después del tratamiento. La FIG. 41A muestra el anélisis de las ANC del paciente TBR34
para la muestra previa al tratamiento y la muestra después del tratamiento. La FIG. 4IB muestra el analisis de
metilacién del paciente TBR34 para la muestra previa al tratamiento y la muestra después del tratamiento.

La FIG. 42 muestra un diagrama del rendimiento diagnéstico del analisis de hipometilacién en todo el genoma con
diferente nimero de lecturas secuenciadas.

La FIG. 43 es un diagrama que muestra curvas ROC para la deteccién de cancer basada en el analisis de
hipometilacion genémica con diferentes tamafios de bin (50 kb, 100 kb, 200 kb y 1 Mb).

La FIG. 44A muestra un rendimiento de diagndstico para la probabilidad acumulada (PA) y el porcentaje de bins con
aberraciones. La FIG. 44B muestra los resultados diagnésticos del analisis de plasma para la hipometilacién global,
hipermetilacién de islas CpG y ANC.

La FIG. 45 muestra una tabla con los resultados de la hipometilacién global, hipermetilacién de islas CpG y ANC en
pacientes con carcinoma hepatocelular.

La FIG. 46 muestra una tabla con los resultados de la hipometilacién global, hipermetilacién de islas CpG y ANC en
pacientes que padecen canceres distintos del carcinoma hepatocelular.

La FIG. 47 muestra un analisis en serie de la metilacién plasmatica para el caso TBR34.

La FIG. 48A muestra diagramas Circos que demuestran las ANC (anillo interior) y los cambios de metilacidén (anillo
exterior) en el ADN plasmatico tratado con bisulfito para el paciente con CHC TBR36. La FIG. 48B es un grafico de
puntuaciones z de metilacién para regiones con ganancias y pérdidas cromosdmicas, y regiones sin cambios en el
ndmero de copias para el paciente con CHC TBR36.

La FIG. 49A muestra diagramas Circos que demuestran las ANC (anillo interior) y los cambios de metilacidén (anillo
exterior) en el ADN plasmatico tratado con bisulfito para el paciente con CHC TBR34. La FIG. 49B es un grafico de
puntuaciones z de metilacién para regiones con ganancias y pérdidas cromosdmicas, y regiones sin cambios en el
ndmero de copias para el paciente con CHC TBR34.

Las FIG. 50A y 50B muestran los resultados de los analisis de hipometilacién plasmética y ANC para los pacientes
con LES LES04 y LES10.

Las FIGS. 51A y 51B muestran el anélisis Zmet para regiones con y sin ANC para el plasma de dos pacientes con CHC
(TBR34 y TBR36). Las FIGS. 51C y 51D muestran el anélisis Zmet para regiones con y sin ANC para el plasma de dos
pacientes con LES (LES04 y LES10).

La FIG. 52A muestra el anélisis de agrupacién jerarquica para muestras de plasma de pacientes con CHC, pacientes
con cancer no CHC y sujetos de control sanos utilizando las caracteristicas del grupo A para las ANC, metilacién global
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y metilacién de islas CpG. La FIG. 52B muestra la agrupacién jerarquica utilizando caracteristicas del grupo B para las
ANC, metilacién global y metilacién de islas CpG.

La FIG. 53A muestra el anélisis de agrupacién jerarquica para muestras de plasma de pacientes con CHC, pacientes
con céancer no CHC y sujetos de control sanos utilizando las caracteristicas de metilacién de las islas CpG del grupo
A. La FIG. 53B muestra el analisis de agrupacién jerarquica para muestras de plasma de pacientes con CHC, pacientes
con cancer no CHC y sujetos de control sanos utilizando las densidades de metilacion global del grupo A.

La FIG. 54A muestra un analisis de agrupacion jerarquica para muestras de plasma de pacientes con CHC, pacientes
con cancer no CHC y sujetos de control sanos utilizando las ANC globales del grupo A. La FIG. 54B muestra un
analisis de agrupacién jerarquica para muestras de plasma de pacientes con CHC, pacientes con cancer no CHC y
sujetos de control sanos utilizando las densidades de metilacién de las islas CpG del grupo B.

La FIG. 55A muestra un analisis de agrupaciodn jerarquica para muestras de plasma de pacientes con CHC, pacientes
con cancer no CHC y sujetos de control sanos utilizando las densidades de metilacién global del grupo B. La FIG. 55B
muestra un analisis de agrupacion jerarquica para muestras de plasma de pacientes con CHC, pacientes con cancer
no CHC y sujetos de control sanos utilizando las densidades de metilacién global del grupo B.

La FIG. 56 muestra la densidad de metilacién media de bins de 1 Mb (puntos rojos) entre 32 sujetos sanos.

Un "metiloma" proporciona una medida de la cantidad de metilacién del ADN en una pluralidad de sitios o locus en un
genoma. El metiloma puede corresponder a todo el genoma, una parte sustancial del genoma o parte o partes
relativamente pequefias del genoma. Un "metiloma fetal" corresponde al metiloma del feto de una mujer gestante. El
metiloma fetal puede determinarse utilizando diversos tejidos fetales o fuentes de ADN fetal, incluidos los tejidos
placentarios y el ADN fetal extracelular en el plasma materno. Un "metiloma tumoral" corresponde al metiloma de un
tumor de un organismo (p. €j., un ser humano). El metiloma tumoral puede determinarse utilizando tejido tumoral o
ADN tumoral extracelular en plasma materno. El metiloma fetal y el metiloma tumoral son ejemplos de metiloma de
interés. Otros ejemplos de metilomas de interés son los metilomas de érganos (p. ej., metilomas de células cerebrales,
huesos, los pulmones, el corazén, los masculos y los rifiones, etc.) que pueden aportar ADN a un fluido corporal (p.
ej., plasma, suero, sudor, saliva, orina, secreciones genitales, semen, liquido de las heces, liquido diarreico, liquido
cefalorraquideo, secreciones del tubo digestivo, secreciones pancredticas, secreciones intestinales, esputo, lagrimas,
liquidos de aspiracién de mama y tiroides, etc.). Los 6rganos pueden ser 6rganos trasplantados.

Un "metiloma plasmético" es el metiloma determinado a partir del plasma o suero de un animal (p. €j., un ser humano).
El metiloma plasmético es un ejemplo de un metiloma acelular ya que el plasma y el suero incluyen ADN acelular. El
metiloma plasmético también es un ejemplo de metiloma mixto, ya que es una mezcla de metiloma fetal/materno o
metiloma tumoral/paciente. El "metiloma placentario" puede determinarse a partir de una muestra de vellosidades
coridnicas (MVC) o de una muestra de tejido placentario (p. ej., obtenida tras el parto). El "metiloma celular”
corresponde al metiloma determinado a partir de células (p. ej., glébulos sanguineos) del paciente. El metiloma de los
glébulos sanguineos se denomina metiloma de los glébulos sanguineos (o metiloma sanguineo).

Un "sitio" corresponde a un Unico sitio, que puede ser una sola posiciéon de base o un grupo de posiciones de bases
correlacionadas, p. ej., un sitio CpG. Un "locus" puede corresponder a una regién que incluye multiples sitios. Un locus
puede incluir solo un sitio, lo que haria que el locus fuera equivalente a un sitio en ese contexto.

El "indice de metilacién" de cada sitio genémico (p. ej., un sitio CpG) se refiere a la proporcién de lecturas de
secuencias que muestran metilaciéon en el sitio sobre el niumero total de lecturas que cubren ese sitio. La "densidad
de metilacién”" de una regién es el niUmero de lecturas en sitios dentro de la regién que muestran metilacién dividido
entre el numero total de lecturas que cubren los sitios en la regién. Los sitios pueden tener caracteristicas especificas,
p. €j., que son sitios CpG. Por tanto, la "densidad de metilacién de CpG" de una regién es el niumero de lecturas que
muestran la metilacién de CpG dividido entre el nimero total de lecturas que cubren los sitios CpG en la regién (p. €j.,
un sitio CpG particular, sitios CpG dentro de una isla de CpG o una regién més grande). Por ejemplo, la densidad de
metilacién para cada bin de 100 kb en el genoma humano se puede determinar a partir del nimero total de citosinas
no convertidas después del tratamiento con bisulfito (que corresponde a la citosina metilada) en los sitios CpG como
una proporcién de todos los sitios CpG cubiertos por las lecturas de secuencia asighadas a la regién de 100 kb. Este
analisis también se puede realizar para otros tamafios de bins, p. ej.,, 50 kb 0 1 Mb, etc. Una regidén podria ser el
genoma completo o0 un cromosoma o parte de un cromosoma (p. €j., un brazo cromosémico). El indice de metilacién
de un sitio CpG es el mismo que la densidad de metilacién de una regién cuando la regién solo incluye ese sitio CpG.
La "proporcién de citosinas metiladas" se refiere al nimero de sitios de citosina, "C", que se muestra que estan
metilados (p. ej., no convertidos después de la conversién con bisulfito) sobre el nUmero total de restos de citosina
analizados, es decir, incluyendo citosinas fuera del contexto de CpG, en la regién. El indice de metilacién, la densidad
de metilacién y la proporcidn de citosinas metiladas son ejemplos de "niveles de metilacién".

Un "perfil de metilacién" (también denominado estado de metilacién) incluye informacién relacionada con la metilacion
del ADN para una regién. La informacién relacionada con la metilacién del ADN puede incluir, aunque no de forma
limitativa, un indice de metilacién de un sitio CpG, una densidad de metilacién de los sitios CpG en una regién, una
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distribucién de sitios CpG en una regién contigua, un patrén o nivel de metilacién para cada sitio CpG individual dentro
de una regién que contiene méas de un sitio CpG y metilacién distinta de CpG. Un perfil de metilacién de una parte
sustancial del genoma puede considerarse equivalente al metiloma. La "metilacién del ADN" en los genomas de
mamiferos normalmente se refiere a la adicién de un grupo metilo al carbono 5' de los restos de citosina (es decir, 5-
metilcitosinas) entre los dinucleétidos CpG. La metilaciéon del ADN puede producirse en citosinas en otros contextos,
por ejemplo, CHG y CHH, donde H es adenina, citosina o timina. La metilacién de citosina también puede ser en forma
de 5-hidroximetilcitosina. También se ha descrito la metilacién no citosinica, tal como la N6-metiladenina.

Un "tejido" corresponde a cualquier célula. Los distintos tipos de tejidos pueden corresponder a diferentes tipos de
células (p. ej., higado, pulmén o sangre), pero también pueden corresponder a tejidos de organismos diferentes (madre
frente a feto) o a células sanas frente a células tumorales. Una "muestra bioldgica" se refiere a cualquier muestra que
se toma de un sujeto (p. €j., un ser humano, tal como una mujer gestante, una persona con cancer o una persona que
se sospecha que tiene cancer, un receptor de un trasplante de érganos o un sujeto que se sospecha que padece una
enfermedad que afecta a un érgano (p. €j., el corazén en el infarto de miocardio, o el cerebro en el ictus) y que contiene
una o mas moléculas de acido nucleico de interés. La muestra biolégica puede ser un liquido corporal, tal como sangre,
plasma, suero, orina, fluido vaginal, liquidos de enjuague uterino o vaginal, liquido pleural, liquido ascitico, liquido
cefalorraquideo, saliva, sudor, lagrimas, esputo, liquido de lavado broncoalveolar, etc. También pueden utilizarse
muestras de heces.

La expresién "nivel de cancer" puede referirse a si existe cancer, un estadio de un céancer, un tamafio del tumor, si hay
metastasis, la carga tumoral total del organismo y/u otra medida de la gravedad de un cancer. El nivel de cancer podria
ser un nimero u otros caracteres. El nivel podria ser cero. El nivel de cancer también incluye las afecciones (estados)
premalignas o precancerosas asociadas a mutaciones o a un nimero de mutaciones. El nivel de cancer puede usarse
de diversas maneras. Por ejemplo, el cribado puede comprobar si el cancer esta presente en una persona que no se
sabe que haya tenido cancer con anterioridad. La evaluacién puede investigar a una persona a la que se le ha
diagnosticado un cancer para supervisar la evolucién del mismo a lo largo del tiempo, estudiar la eficacia de las terapias
o determinar el pronéstico. En una realizacion, el pronéstico puede expresarse como la probabilidad de que un paciente
muera de cancer o la probabilidad de que el cancer progrese después de una duracién o tiempo especificos, o la
probabilidad de que el cancer metastatice. La deteccién puede significar "cribado" o puede significar comprobar si
alguien, con caracteristicas indicativas de cancer (p. ej., sintomas u otras pruebas positivas), tiene cancer.

Los mecanismos epigenéticos desempefian un papel importante en el desarrollo embrionario y fetal. Sin embargo, los
tejidos embrionarios y fetales humanos (incluidos los tejidos placentarios) no son facilmente accesibles (patente de
EE. UU. n.°6.927.028). Ciertas realizaciones han abordado este problema analizando una muestra que tiene
moléculas de ADN fetal libres de células presentes en el sistema circulatorio materno. El metiloma fetal puede
deducirse de varias maneras. Por ejemplo, el metiloma plasmético materno puede compararse con un metiloma celular
(de glébulos sanguineos de la madre) y se demuestra que la diferencia estd correlacionada con el metiloma fetal.
Como otro ejemplo, los alelos especificos del feto pueden utilizarse para determinar la metilacién del metiloma fetal
en locus especificos. Adicionalmente, el tamafio de un fragmento puede utilizarse como indicador de un porcentaje de
metilacién, como se muestra una correlacion entre el tamafio y el porcentaje de metilacion.

En una realizacién, la secuenciacién con bisulfito de todo el genoma se utiliza para analizar el perfil de metilacién
(parte o la totalidad de un metiloma) del ADN plasmatico materno con una resolucién de un solo nucleétido.
Aprovechando las diferencias polimdérficas entre la madre y el feto, el metiloma fetal podria ensamblarse a partir de
muestras de sangre materna. En otra implementacion, no se utilizaron diferencias polimérficas, pero se puede utilizar
un diferencial entre el metiloma del plasma y el metiloma de los glébulos sanguineos.

En otra realizacion, explotando las variaciones de un solo nucleétido y/o las aberraciones del niUmero de copias entre
un genoma tumoral y un genoma no tumoral, y los datos de secuenciacién del plasma (u otra muestra), se puede
realizar el perfil de metilacion de un tumor en la muestra de un paciente del que se sospecha o se sabe que tiene
cancer. Una diferencia en el nivel de metilacién en una muestra de plasma de un individuo de prueba cuando se
compara con el nivel de metilacién en plasma de un control sano o de un grupo de controles sanos puede permitir la
identificacién del individuo de prueba como portador de cancer. Adicionalmente, el perfil de metilacién puede actuar
como un distintivo que revele el tipo de cancer, por ejemplo, de qué érgano, que ha desarrollado la persona y si se ha
producido metastasis.

Debido a la naturaleza no invasiva de este enfoque, pudimos evaluar en serie los metilomas plasméticos fetal y
materno a partir de muestras de sangre materna recogidas en el primer trimestre, tercer trimestre y después del parto.
Se observaron cambios relacionados con la gestacidén. El enfoque también puede aplicarse a muestras obtenidas
durante el segundo trimestre. El metiloma fetal deducido del plasma materno durante la gestacién se parecia al
metiloma placentario. Se identificaron genes sellados y regiones metiladas diferencialmente a partir de los datos del
plasma materno.

Por lo tanto, hemos desarrollado un enfoque para estudiar el metiloma fetal de forma no invasiva, en serie y de forma
exhaustiva, ofreciendo asi la posibilidad de identificar biomarcadores o pruebas directas de patologias relacionadas
con la gestacion. Las realizaciones también pueden utilizarse para estudiar el metiloma tumoral de forma no invasiva,
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en serie y de forma exhaustiva, para cribar o detectar si un sujeto padece cancer, para el seguimiento de enfermedades
malignas en un paciente con cancer y para el prondstico. Las realizaciones pueden aplicarse a cualquier tipo de cancer,
incluidos, aunque no de forma limitativa, cancer de pulmén, cancer de mama, cancer colorrectal, cancer de préstata,
cancer nasofaringeo, cancer gastrico, cancer testicular, cancer de piel (p. ej., melanoma), cancer que afecta al sistema
nervioso, cancer de huesos, cancer de ovario, cancer de higado (p. ej., carcinoma hepatocelular), neoplasias malignas
hematolégicas, cancer pancreéatico, endometriocarcinoma, cancer de rifién, cancer cervicouterino, cancer de vejiga,
etc.

En primer lugar, se describe cémo determinar un metiloma o perfil de metilacién y, a continuacién, se describen
diferentes metilomas (como los metilomas fetales, un metiloma tumoral, metilomas de la madre o de un paciente, y un
metiloma mixto, p. ej., de plasma). A continuacién, se describe la determinacién de un perfil de metilacién fetal
utilizando marcadores especificos del feto o comparando un perfil de metilacién mixto con un perfil de metilacién
celular. Los marcadores de metilacidn fetal se determinan comparando los perfiles de metilacién. Se analiza la relacién
entre el tamafio y la metilacién. También se proporcionan usos de los perfiles de metilacion para detectar el cancer.

I. DETERMINACION DE UN METILOMA

Para investigar el metiloma placentario se han utilizado multiples enfoques, pero cada enfoque tiene sus limitaciones.
Por ejemplo, el bisulfito de sodio, una sustancia quimica que modifica los restos de citosina no metilada a uracilo y
deja la citosina metilada sin cambios, convierte las diferencias en la metilacién de la citosina en una diferencia de
secuencia genética para su posterior exploracion. El método de referencia para estudiar la metilacién de la citosina se
basa en el tratamiento del ADN tisular con bisulfito sédico seguido de la secuenciacidn directa de clones individuales
de moléculas de ADN convertidas con bisulfito. Tras el analisis de multiples clones de moléculas de ADN, se puede
obtener el patron de metilacién de la citosina y el perfil cuantitativo por sitio CpG. Sin embargo, la secuenciacién con
bisulfito clonada es un procedimiento de bajo rendimiento y laborioso que no puede aplicarse facilmente a escala de
todo el genoma.

Las enzimas de restriccion sensibles a la metilacion, que suelen digerir el ADN no metilado, proporcionan un enfoque
de bajo coste para estudiar la metilacién del ADN. Sin embargo, los datos generados a partir de estos estudios se
limtan a los locus con motivos de reconocimiento enzimatico y los resultados no son cuantitativos. La
inmunoprecipitacién de ADN unido por anticuerpos antimetilados de citosina puede utilizarse para estudiar grandes
segmentos del genoma, pero tiende a sesgar hacia locus con metilacién densa debido a la mayor fuerza de unién del
anticuerpo a tales regiones. Los enfoques basados en micromatrices dependen del disefio a priori de las sondas de
exploracién y de las eficacias de hibridacién entre las sondas y el ADN diana.

Para explorar exhaustivamente un metiloma, en algunas realizaciones, se utiliza la secuenciacién masiva en paralelo
(MPS, Massively Parallel Sequencing) a fin de proporcionar informacién de todo el genoma y una evaluacién
cuantitativa del nivel de metilaciéon por nucledtido y por alelo. Recientemente, se ha hecho factible la conversidén a
bisulfito seguida de la MPS en todo el genoma (R. Lister et al., 2008 Cell; 133: 523-536).

Entre el reducido nimero de estudios publicados (R. Lister et al. 2009 Nature; 462: 315-322; L. Laurent et a/. 2010
Genome Res; 20: 320-331; Y Li et al. 2010 PLoS Biol; 8: e1000533; y M. Kulis et al. 2012 Nat Genet; 44: 1236-1242)
que aplicé la secuenciacién con bisulfito de todo el genoma a la investigacion de los metilomas humanos, dos estudios
se centraron en células madre embrionarias y fibroblastos fetales (R. Lister et al. 2009 Nature; 462: 315-322; L. Laurent
et al. 2010 Genome Res; 20: 320-331). Ambos estudios analizaron el ADN derivado de la linea celular.

A. Secuenciacién con bisulfito de todo el genoma

Ciertas realizaciones pueden superar los retos mencionados y permitir la exploraciéon de un metiloma fetal de forma
exhaustiva, de forma no invasiva y en serie. En una realizacién, se utilizé la secuenciacién con bisulfito de todo el
genoma para analizar las moléculas de ADN fetal extracelular que se encuentran en el sistema circulatorio de las
mujeres gestantes. A pesar de la escasa abundancia y la naturaleza fragmentada de las moléculas de ADN plasmatico,
pudimos ensamblar un metiloma fetal de alta resolucién a partir del plasma materno y observar en serie los cambios
con la progresién de la gestacion. Dado el intenso interés por las pruebas prenatales no invasivas (NIPT, Noninvasive
Prenatal Testing), pueden proporcionar una nueva y potente herramienta para el descubrimiento de biomarcadores
fetales o servir como plataforma directa para lograr aplicar las NIPT de enfermedades fetales o asociadas a la
gestacién. Ahora estéan disponibles los datos de la secuenciacién con bisulfito de todo el genoma de varias muestras,
a partir de los cuales puede obtenerse el metiloma fetal. En una realizacion, esta tecnologia puede aplicarse para
elaborar perfiles de metilacién en gestaciones complicadas con preeclampsia, o retraso del crecimiento intrauterino o
parto prematuro. Para gestaciones tan complicadas, esta tecnologia puede utilizarse en serie gracias a su naturaleza
no invasiva, para permitir el seguimiento y/o el pronéstico y/o la respuesta al tratamiento.

La FIG. 1A muestra una tabla 100 de resultados de secuenciacién de sangre materna, placenta y plasma materno de
acuerdo con realizaciones de la presente invencion. En una realizacidn, la secuenciacién del genoma completo se
realiz6 a partir de bibliotecas de ADN convertidas con bisulfito, preparada utilizando adaptadores de bibliotecas de
ADN metilado (lllumina) (R. Lister et al. 2008 Cell; 133: 523-536), de glébulos sanguineos de la muestra de sangre
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recogida en el primer trimestre, la MVC, el tejido placentario recogido a término, las muestras de plasma materno
recogidas durante el primer y tercer trimestres y el periodo después del parto. También se analizaron muestras de
ADN de glébulos sanguineos y plasma obtenidas de un varén adulto y una mujer adulta no gestante. En este estudio
se generd un total de 9500 millones de pares de lecturas de secuencias sin procesar. La cobertura de secuenciacién
de cada muestra se muestra en la tabla 100.

Las lecturas de secuencias que se podian asignar de forma exclusiva al genoma humano de referencia alcanzaron
coberturas gendmicas haploides medias de 50 veces, 34 veces y 28 veces, respectivamente, durante el primer
trimestre, muestras de plasma materno del tercer trimestre y posteriores al parto. La cobertura de los sitios CpG en el
genoma varié entre el 81 % y el 92 % para las muestras obtenidas de la gestacién. Las lecturas de secuencias que
abarcaron sitios CpG ascendieron a coberturas haploides promedio de 33 veces por cadena, 23 veces por cadena y
19 veces por cadena, respectivamente, durante el primer trimestre, muestras de plasma materno del tercer trimestre
y posteriores al parto. Las eficacias de conversidn del bisulfito para todas las muestras fueron >99,9 % (tabla 100).

En la tabla 100, la tasa de ambigledad (marcada con una "a") se refiere a la proporcidén de lecturas cartografiadas
tanto en la cadena Watson como en la cadena Crick del genoma humano de referencia. La tasa de conversiéon lambda
se refiere a la proporcidn de citosinas no metiladas en el control interno del ADN lambda que se convierten en restos
de "timina" mediante la modificacién con bisulfito. H equivale genéricamente a A, C o T. "a" se refiere a lecturas que
podrian asignarse a un locus genémico especifico, pero que no pueden asignarse a la cadena Watson o Crick, "b" se
refiere a lecturas emparejadas con coordenadas iniciales y finales idénticas. Para "c¢", ADN lambda en cada muestra
antes de la conversidn a bisulfito. La tasa de conversién lambda se refiere a la proporcion de nucledtidos de citosina
que permanecen como citosina después de la conversidén con bisulfito y se utiliza como una indicacién de la tasa de
conversioén con bisulfito exitosa, "d" se refiere al niUmero de nucleétidos de citosina presentes en el genoma humano
de referencia y que permanecen como secuencia de citosina tras la conversién con bisulfito.

Durante la modificacidén con bisulfito, las citosinas no metiladas se convierten en uracilos y posteriormente en timinas
tras las amplificaciones por PCR, mientras que las citosinas metiladas permanecerian intactas (M. Frommer et a/. 1992
Proc Natl Acad Sci EE. UU.;89:1827-31). Tras la secuenciacién y la alineacién, de este modo, el estado de metilacién
de un sitio CpG individual podria inferirse a partir del nUmero de lecturas de secuencias metiladas "M" (metilado) y el
nimero de lecturas de secuencias no metiladas "N" (no metilado) en el resto de citosina en el contexto de CpG.
Utilizando los datos de secuenciacién con bisulfito, se construyeron los metilomas completos de la sangre materna, la
placenta y el plasma materno. La densidad media de CpG metilados (también denominada densidad de metilacién
DM) de locus especificos en el plasma materno puede calcularse mediante la ecuacién:

M
M+N

DM =

donde M es el nimero de lecturas metiladas y N es el nimero de lecturas no metiladas en los sitios CpG dentro del
locus genético. Si hay mas de un sitio CpG en un locus, entonces M y N corresponden a los nimeros en todos los
sitios.

B. Técnicas diferentes

Como se ha descrito anteriormente, el perfil de metilacién puede realizarse mediante secuenciacién masiva paralela
(MPS) de ADN plasmético convertido con bisulfito. La MPS del ADN plasmatico convertido con bisulfito puede
realizarse de forma aleatoria o escopeteada. La profundidad de la secuenciacién puede variar en funcién del tamafio
de la region de interés.

En otra realizacién, la regién o regiones de interés en el ADN plasmatico convertido con bisulfito pueden capturarse
primero mediante un proceso basado en la hibridacién en fase sélida o en fase de solucién, seguido por la MPS. La
secuenciacién masiva en paralelo puede realizarse utilizando una plataforma de secuenciacién por sintesis como la
lllumina, una plataforma de secuenciacién por ligacién como la plataforma SOLID de Life Technologies, un sistema de
secuenciacidén basado en semiconductores como las plataformas lon Torrent o lon Proton de Life Technologies, o un
sistema de secuenciacion de una sola molécula como el sistema Helicos o el sistema Pacific Biosciences o un sistema
de secuenciacién basado en nanoporos. La secuenciacion basada en nanoporos que incluye nanoporos que se
construyen mediante, por ejemplo, bicapas lipidicas y nanoporos de proteinas, y nanoporos en estado sélido (tales
como los basados en grafeno). Como las plataformas de secuenciacién de moléculas individuales seleccionadas
permitirian conocer el estado de metilacién de las moléculas de ADN (incluida la N6-metiladenina, 5-metilcitosina y 5-
hidroximetilcitosina) a dilucidar directamente sin conversién con bisulfito (B. A. Flusberg et al. 2010 Nat Methods; 7:
461-465; J Shim et al. 2013 Sci Rep; 3:1389. doi: 10.1038/srep01389), el uso de dichas plataformas permitiria analizar
el estado de metilacién del ADN de muestras no convertidas con bisulfito (p. ej., el ADN plasmético).

Ademas de la secuenciacién, pueden utilizarse otras técnicas. En una realizacion, el perfil de metilacién puede
realizarse mediante PCR especifica de metilacion o digestion con enzima de restricciéon sensible a la metilacién
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seguida de PCR o reaccion en cadena de la ligasa seguida de PCR. En otras realizaciones mas, la PCR es una forma
de PCR de una sola molécula o digital (B. Vogelstein et al. 1999 Proc Natl/ Acad Sci EE. UU.; 96: 9236-9241). En otras
realizaciones adicionales, la PCR puede ser una PCR en tiempo real. En otras realizaciones, la PCR puede ser PCR
multiplex.

I. ANALISIS DE METILOMAS

Algunas realizaciones pueden determinar el perfil de metilacién del ADN plasmatico utilizando la secuenciacién del
genoma completo con bisulfito. El perfil de metilacién de un feto puede determinarse secuenciando muestras de ADN
plasmético materno, como se describe a continuacién. Por tanto, se accedié a las moléculas de ADN fetal (y al
metiloma fetal) de forma no invasiva durante la gestacion, y se controlaron los cambios de forma seriada a medida
que avanzaba la gestacién. Debido a la exhaustividad de los datos de secuenciacidn, pudimos estudiar los metilomas
del plasma materno a escala de todo el genoma con una resolucién de un solo nucleétido.

Dado que se conocian las coordenadas gendmicas de las lecturas secuenciadas, estos datos permiten estudiar los
niveles globales de metilacién del metiloma o de cualquier regién de interés del genoma y realizar comparaciones
entre distintos elementos genéticos. Adicionalmente, multiples lecturas de secuencias cubrieron cada sitio CpG o
locus. A continuacién, se describen algunas de las métricas utilizadas para medir el metiloma.

A. Metilacién de las moléculas de ADN plasmaético

Las moléculas de ADN estan presentes en el plasma humano a bajas concentraciones y de forma fragmentada,
normalmente en longitudes que se asemejan a las unidades mononucleosdémicas (YMD Lo et al. 2010 Sci Trans/ Med,
2:61ra91; y YW Zheng et al. 2012 Clin Chem; 58: 549-558). A pesar de estas limitaciones, una linea de secuenciacién
con bisulfito de todo el genoma fue capaz de analizar la metilacion de las moléculas de ADN plasmético. En otras
realizaciones més, ya que las plataformas de secuenciacién de una sola molécula seleccionadas permitirian dilucidar
directamente el estado de metilacién de las moléculas de ADN sin conversién con bisulfito (B. A. Flusberg et a/. 2010
Nat Methods; 7: 461-465; J Shim et al. 2013 Sci Rep; 3:1389. doi: 10.1038/srep01389), el uso de dichas plataformas
permitiria utilizar el ADN plasmético no convertido en bisulfito para determinar los niveles de metilacién del ADN
plasmético o para determinar el metiloma plasmético. Estas plataformas pueden detectar la N6-metiladenina, 5-
metilcitosina y 5-hidroximetilcitosina, que pueden proporcionar mejores resultados (p. ej., mayor sensibilidad o
especificidad) relacionados con las diferentes funciones biolégicas de las distintas formas de metilacién. Dichos
resultados mejorados pueden ser Utiles al aplicar las realizaciones para la deteccidén o el seguimiento de trastornos
especificos, p. ej., preeclampsia o un tipo concreto de céncer.

La secuenciacién con bisulfito también puede diferenciar entre distintas formas de metilacion. En una realizacién, se
pueden incluir etapas adicionales que permitan distinguir la 5-metilcitosina de la 5-hidroximetilcitosina. Uno de estos
métodos es la secuenciacion oxidativa con bisulfito (oxBS-seq), que puede dilucidar la localizacidén de la 5-metilcitosina
y la 5-hidroximetilcitosina con resolucién de una sola base (M. J. Booth et al. 2012 Science; 336: 934-937; M. J. Booth
et al. 2013 Nature Protocols; 8: 1841-1851). En la secuenciacién con bisulfito, tanto la 5-metilcitosina como la 5-
hidroximetilcitosina se leen como citosinas y, por tanto, no se pueden diferenciar. Por otra parte, en oxBS-seq, la
oxidacidén especifica de la 5-hidroximetilcitosina a 5-formilcitosina mediante tratamiento con perrutenato de potasio
(KRuO4), seguida de la conversidon de la 5-formilcitosina recién formada a uracilo mediante bisulfito permitiria distinguir
la 5-hidroximetilcitosina de la 5-metilcitosina. Por consiguiente, se puede obtener una lectura de 5-metilcitosina a partir
de una Unica ejecucién de oxBS-seq, y los niveles de 5-hidroximetilcitosina se deducen mediante la comparacién con
los resultados de la secuenciacién con bisulfito. En otra realizacién, la 5-metilcitosina puede distinguirse de la 5-
hidroximetilcitosina mediante secuenciacién con bisulfito asistida por Tet (TAB-seq) (M. Yu et al. 2012 Nat Protoc; 7:
2159-2170). TAB-seq puede identificar la 5-hidroximetilcitosina con una resolucién de una sola base, asi como
determinar su abundancia en cada sitio de modificacién. Este método implica la proteccidn de la 5-hidroximetilcitosina
mediada por la B-glucosiltransferasa (glucosilacién) y la oxidacién de la 5-metilcitosina a 5-carboxilcitosina mediada
por la Tet1 (mTet1) en ratones recombinantes. Tras el tratamiento posterior con bisulfito y la amplificacién por PCR,
tanto la citosina como la 5-carboxilcitosina (derivada de la 5-metilcitosina) se convierten en timina (T), mientras que la
5-hidroximetilcitosina se leerd como C.

La FIG. 1B muestra la densidad de metilacién en ventanas de 1 Mb de muestras secuenciadas de acuerdo con
realizaciones de la presente invencién. El grafico 150 es un diagrama Circos que representa la densidad de metilacién
en el plasma materno y el ADN genémico en ventanas de 1 Mb a través del genoma. De fuera a dentro: los ideogramas
cromosémicos pueden orientarse de pter a gter en el sentido de las agujas del reloj (los centrémeros aparecen en
rojo), sangre materna (roja), placenta (amarillo), plasma materno (verde), lecturas compartidas en el plasma materno
(azul) y lecturas especificas del feto en el plasma materno (purpura). Los niveles globales de metilacién de CpG (es
decir, los niveles de densidad) de los glébulos sanguineos maternos, placenta y plasma materno se pueden encontrar
en la tabla 100. El nivel de metilacién de los glébulos sanguineos maternos es, en general, superior al de la placenta
en todo el genoma.

B. Comparacién de la secuenciacién con bisulfito con otras técnicas
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Estudiamos el metiloma placentario mediante secuenciacién masiva paralela con bisulfito. Adicionalmente, estudiamos
el metiloma placentario utilizando una plataforma de matrices de oligonucleétidos que cubria unos 480.000 sitios CpG
del genoma humano (lllumina) (M Kuhs et al. 2012 Nat Genet; 44: 1236-1242; y C Clark et al. 2012 PLoS One; 7:
e50233). En una realizacién, utilizando el genotipado basado en chips de microperlas y analisis de metilacién, el
genotipado se realizé utilizando la matriz de genotipado Illlumina HumanOmni2.5-8 de acuerdo con el protocolo del
fabricante. Los genotipos se leyeron utilizando el algoritmo GenCall del software Genome Studio (lllumina). Los indices
de lectura superaron el 99 %. Para el analisis de metilacién basado en micromatrices, se traté el ADN genémico (500-
800 ng) con bisulfito sédico utilizando el kit de metilacion de ADN Zymo EZ (Zymo Research, Orange, CA, EE. UU.)
de acuerdo con las recomendaciones del fabricante para el ensayo de metilacién Illlumina Infinium.

El ensayo de metilacién se realizé en 4 yl de ADN gendmico convertido con bisulfito a 50 ng/ul de acuerdo con el
protocolo del ensayo de metilacién Infinium HD. El chip de microperla hibridado se escane6 en un instrumento Illumina
iScan. Los datos de metilaciéon del ADN se analizaron con el software GenomeStudio (v2011.1) Methylation Module
(v1.9.0), con normalizacién a controles internos y sustraccién de fondo. El indice de metilacién de cada sitio CpG se
representé mediante un valor beta (B), que se calculé utilizando la proporcién de intensidades fluorescentes entre los
alelos metilados y no metilados:

_ Intensidad del alelo metilado
" Intensidad del alelo no metilado + Intensidad del alelo metilado + 100

B

Para los sitios CpG que estaban representados en la matriz y secuenciados con una cobertura de al menos 10 veces,
se compardé el valor beta obtenido por la matriz con el indice de metilacién determinado por secuenciacién del mismo
sitio. Los valores beta representan la intensidad de las sondas metiladas como proporcién de la intensidad combinada
de las sondas metiladas y no metiladas que cubren el mismo sitio CpG. El indice de metilacién para cada sitio CpG se
refiere a la proporcién de lecturas metiladas sobre el nimero total de lecturas que cubren ese CpG.

Las FIGS. 2A-2C muestran graficas de los valores beta determinados por la matriz de chips de microesferas Illlumina
Infinium HumanMethylation 450K frente a los indices de metilacién determinados por secuenciacién de todo el genoma
con bisulfito de los sitios CpG correspondientes que fueron explorados por ambas plataformas: (A) Células sanguineas
maternas, (B) Muestra de vellosidades coriénicas, (C) Tejido placentario a término. Los datos de ambas plataformas
fueron muy concordantes y los coeficientes de correlacién de Pearson fueron de 0,972, 0,939 y 0,954, y los valores
R2 de 0,945, 0,882 y 0,910 para las células de la sangre materna, MVC y tejido placentario a término, respectivamente.

Ademas, comparamos nuestros datos de secuenciacién con los de Chu et al., que investigaron los perfiles de
metilacién de 12 pares de muestras de ADN de CVS y de glébulos sanguineos maternos utilizando una matriz de
oligonucleétidos que cubria aproximadamente 27.000 sitios CpG (T Chu et al. 2011 PLoS One; 6: el4723). Los datos
de correlacién entre los resultados de la secuenciacién de la MVC y el ADN de los glébulos sanguineos maternos y
cada uno de los 12 pares de muestras del estudio anterior proporcionaron un coeficiente de Pearson medio (0,967) y
R? (0,935) para la sangre materna y un coeficiente de Pearson promedio (0,943) y R? (0,888) para la MVC. Entre los
sitios CpG representados en ambas matrices, nuestros datos se correlacionaron en gran medida con los datos
publicados. Los indices de metilacién sin CpG fueron < 1 % para los gldbulos sanguineos maternos, MVC y tejidos
placentarios (tabla 100). Estos resultados eran coherentes con la creencia actual de que cantidades sustanciales de
metilacién sin CpG estaban restringidas principalmente a las células pluripotentes (R Lister et al. 2009 Nature; 462:
315-322; L. Laurent et a/. 2010 Genome Res; 20: 320-331).

C. Comparacién de los metilomas plasmaticos y sanguineos de las mujeres no gestantes

Las FIGS. 3A y 3B muestran graficos de barras del porcentaje de sitios CpG metilados en plasma y glébulos
sanguineos recogidos de un varén adulto y una mujer adulta no gestante: (A) Autosomas, (B) Cromosoma X. Los
graficos muestran una similitud entre los metilomas plasméticos y sanguineos de un varén y una mujer no gestante.
Las proporciones totales de sitios CpG que estaban metilados en las muestras de plasma de varén y de mujer no
gestante eran casi las mismas que las del ADN celular sanguineo correspondiente (tabla 100 y FIGS. 2A y 2B).

A continuacién, estudiamos la correlacién de los perfiles de metilacion de las muestras de plasma y de glébulos
sanguineos de forma especifica para cada locus. Determinamos la densidad de metilacién de cada bin de 100 kb en
el genoma humano determinando el nimero total de citosinas no convertidas en sitios CpG como proporcién de todos
los sitios CpG cubiertos por lecturas de secuencias cartografiadas en la regién de 100 kb. Las densidades de
metilacién fueron altamente concordantes entre la muestra de plasma y el correspondiente ADN de glébulos
sanguineos de las muestras de varén y de mujer.

Las FIGS. 4A y 4B muestran gréficos de las densidades de metilacién de los locus correspondientes en el ADN de
glébulos sanguineos y en el ADN plasmético: (A) Mujer adulta no gestante, (B) Varén adulto. El coeficiente de
correlacion de Pearson y el valor R? para las muestras de mujeres no gestantes fueron respectivamente de 0,963 y
0,927, y el de las muestras de varones fueron respectivamente de 0,953 y 0,908. Estos datos concuerdan con
hallazgos anteriores basados en la evaluacién de los genotipos de las moléculas de ADN plasmatico de receptores de
trasplante alogénico de células madre hematopoyéticas que demostraron que las células hematopoyéticas son la
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fuente predominante de ADN en el plasma humano (YW Zheng et al. 2012 Clin Chem; 58: 549-558).
D. Niveles de metilacién en los metilomas

A continuacién, estudiamos los niveles de metilacién del ADN del plasma materno, glébulos sanguineos maternos y
tejido placentario para determinar los niveles de metilaciéon. Los niveles se determinaron para regiones repetidas,
regiones no repetidas, y en total.

Las FIGS. 5A y 5B muestran graficos de barras del porcentaje de sitios CpG metilados entre las muestras recogidas
de la gestacidn: (A). Autosomas, (B) Cromosoma X. Las proporciones totales de CpG metilados fueron del 67,0 % y
68,2 % para las muestras de plasma materno del primer y tercer trimestre, respectivamente. A diferencia de los
resultados obtenidos en las personas no gestantes, estas proporciones eran inferiores a las de la muestra de glébulos
sanguineos maternos del primer trimestre, pero superiores a las de las muestras de MVC vy de tejido placentario a
término (tabla 100). Cabe destacar que, el porcentaje de CpG metilados para la muestra de plasma materno postparto
fue del 73,1 %, similar a los datos de los glébulos sanguineos (tabla 100). Estas tendencias se observaron en CpG
distribuidos por todos los autosomas, asi como por el cromosoma X, y abarcaban tanto las regiones no repetidas como
multiples clases de elementos repetidos del genoma humano.

Se observé que tanto los elementos repetidos como los no repetidos de la placenta estaban hipometilados en relacién
con los glébulos sanguineos maternos. Los resultados concordaron con los hallazgos publicados de que la placenta
esta hipometilada en relacién con otros tejidos, incluidas las células de sangre periférica.

Entre el 71 % y el 72 % de los sitios CpG secuenciados estaban metilados en el ADN de los glébulos sanguineos de
la mujer gestante, mujer no gestante y varén adulto (tabla 100 de la FIG. 1). Estos datos son comparables con el
informe del 68,4 % de sitios CpG de células mononucleares sanguineas comunicado por Y Li et al.

2010 PLoS Biol; 8: el000533. En consonancia con los informes anteriores sobre la naturaleza hipometilada de los
tejidos placentarios, el 55 % y el 59 % de los sitios CpG estaban metilados en la MVC y en el tejido de placenta a
término, respectivamente (tabla 100).

La FIG. 6 muestra un grafico de barras del nivel de metilacién de diferentes clases de repeticién del genoma humano
para la sangre materna, placenta y plasma materno. Las clases de repeticién son las definidas por el navegador del
genoma de la UCSC. Los datos mostrados corresponden a las muestras del primer trimestre. A diferencia de datos
anteriores que indicaban que la naturaleza hipometilada de los tejidos placentarios se observaba principalmente en
determinadas clases de repeticiones del genoma (B Novakovic et al. 2012 Placenta; 33: 959-970), aqui demostramos
que la placenta estaba de hecho hipometilada en la mayoria de las clases de elementos gendémicos con referencia a
los glébulos sanguineos.

E. Similitud de los metilomas

Las realizaciones pueden determinar los metilomas de los tejidos placentarios, glébulos sanguineos y plasma
utilizando la misma plataforma. Por consiguiente, fue posible realizar comparaciones directas de los metilomas de
esos tipos de muestras biolégicas. El alto nivel de similitud entre los metilomas de los glébulos sanguineos y el plasma
del varén y la mujer no gestante, asi como entre los glébulos sanguineos maternos y la muestra de plasma materno
posterior al parto, afirmé alun mas que las células hematopoyéticas eran las principales fuentes de ADN en el plasma
humano (Y. W. Zheng et al. 2012 Clin Chem; 58: 549-558).

Las semejanzas son evidentes tanto en términos de la proporcién total de CpG metilados en el genoma como de la
alta correlacion de las densidades de metilacién entre los locus correspondientes en el ADN de los glébulos
sanguineos y el ADN plasmatico. Aun asi, las proporciones globales de CpG metilados en las muestras de plasma
materno del primer y tercer trimestre se redujeron en comparacién con los datos de glébulos sanguineos maternos o
la muestra de plasma materno posterior al parto. Los niveles reducidos de metilacién durante la gestacion se debieron
a la naturaleza hipometilada de las moléculas de ADN fetal presentes en el plasma materno.

La inversién del perfil de metilacién en la muestra de plasma materno posterior al parto para asemejarse més al de los
glébulos sanguineos maternos indica que las moléculas de ADN fetal habian sido eliminadas del sistema circulatorio
materno. El calculo de las concentraciones de ADN fetal basado en los marcadores de SNP (Single Nucleotide
Polymorphism, polimorfismo de un solo nucleétido) del feto demostré que la concentracién habia pasado del 33,9 %
antes del parto a solo el 4,5 % en la muestra posterior al parto.

F. Otras aplicaciones
Se han ensamblado con éxito metilomas de ADN mediante el anélisis MPS de ADN plasmatico. La capacidad de
determinar el metiloma placentario o fetal a partir del plasma materno proporciona un método no invasivo para

determinar, detectar y controlar los perfiles de metilacién aberrantes asociados a afecciones asociadas a la gestacién,
tales como la preeclampsia, el retraso del crecimiento intrauterino, el parto prematuro y otros. Por ejemplo, la deteccién
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de un distintivo de metilacién aberrante especifica de la enfermedad permite el cribado, diagnéstico y seguimiento de
estas afecciones asociadas a la gestacidén. La medicidn del nivel de metilacién del plasma materno permite el cribado,
diagndstico y seguimiento de estas afecciones asociadas a la gestacién. Ademés de las aplicaciones directas en la
investigacién de afecciones asociadas a la gestacion, el enfoque podria aplicarse a otros &mbitos de la medicina en
los que el analisis del ADN plasmatico resulte de interés. Por ejemplo, los metilomas de los canceres podrian
determinarse a partir del ADN plasmatico de pacientes con cancer. El anélisis metilémico del cdncer a partir del plasma,
como se describe en el presente documento, es potencialmente una tecnologia sinérgica para el analisis genémico
del cancer a partir del plasma (KCA Chan et al. 2013 Clin Chem; 59: 211-224 y R. J. Leary et al. 2012 Sci Trans! Med,
4:162ral54).

Por ejemplo, la determinacién del nivel de metilacién de una muestra de plasma podria utilizarse para detectar el
cancer. Cuando el nivel de metilacién de la muestra de plasma muestra niveles aberrantes en comparacién con los
controles sanos, puede sospecharse la presencia de cancer. A continuacién, puede realizarse una confirmacién y
evaluacién adicionales del tipo de cancer o del origen tisular del cancer determinando el perfil plasmatico de metilacién
en diferentes locus genémicos 0 mediante analisis genémicos plasméticos para detectar aberraciones del numero de
copias asociadas al tumor, translocaciones cromosémicas y variantes de un solo nucleétido. En efecto, en una
realizacién de la presente invencién, el perfil metilémico y genémico del cancer de plasma puede llevarse a cabo
simultdneamente. Como alternativa, se podrian utilizar investigaciones radiolégicas y de imagen (p. ej., tomografia
computarizada, resonancia magnética, tomografia por emisién de positrones) o endoscopia (p. ej.,, endoscopia
gastrointestinal superior o colonoscopia) para investigar més a fondo a los individuos de los que se sospechaba que
tenian cancer basandose en el analisis del nivel de metilacién en plasma.

Para el cribado o la deteccién del cancer, la determinacién del nivel de metilacién de una muestra de plasma (u otra
sustancia biolégica) puede utilizarse junto con otras modalidades de cribado o deteccién del cancer, tales como la
medicién del antigeno prostatico especifico (p. ej., para el cancer de préstata), antigeno carcinoembrionario (p. €j.,
para carcinoma colorrectal, carcinoma gastrico, carcinoma de pancreas, carcinoma de pulmén, carcinoma de mama,
carcinoma medular de tiroides, alfa fetoproteina (p. ej., para el cancer de higado o los tumores de células germinales),
CA125 (p. ej., para el cancer de ovario y de mama) y CA19-9 (p. ej.,, para el carcinoma pancreético).

Adicionalmente, se pueden secuenciar otros tejidos para obtener un metiloma celular. Por ejemplo, se puede analizar
el tejido hepatico para determinar un patrén de metilacién especifico del higado, que puede utilizarse para identificar
patologias hepaticas. Otros tejidos que también pueden analizarse son las células cerebrales, los huesos, los
pulmones, el corazén, los musculos y los rifiones, etc. Los perfiles de metilaciéon de diferentes tejidos pueden cambiar
de vez en cuando, p. ej., como resultado del desarrollo, envejecimiento, procesos patolégicos (p. €j., inflamacidén o
cirrosis o procesos autoinmunitarios (tales como en el lupus eritematoso sistémico)) o terapéuticos (p. ej., tratamiento
con agentes desmetilantes como la 5-azacitidina y la 5-azadeoxicitidina). La naturaleza dinamica de la metilacién del
ADN hace que este analisis sea potencialmente muy valioso para el seguimiento de procesos fisiolégicos y patolégicos.
Por ejemplo, si se detecta un cambio en el metiloma plasmético de un individuo en comparacién con un valor de
referencia obtenido cuando estaba sano, se podrian detectar procesos patolégicos en los érganos que aportan ADN
plasmético.

Del mismo modo, los metilomas de los érganos trasplantados podrian determinarse a partir del ADN plasmético de los
receptores de trasplantes de 6rganos. El anélisis metilomico de trasplantes a partir de plasma, como se describe en
la presente invencién, es potencialmente una tecnologia sinérgica para trasplantar el analisis genémico del plasma (Y.
W. Zheng et al., 2012; YMD Lo et al. 1998 Lancet; 351: 1329-1330; y T. M. Snyder et al. 2011 Proc Nat!/ Acad Sci
EE. UU.; 108: 6229-6234). El ADN plasmético suele considerarse un marcador de la muerte celular, un aumento del
nivel plasmatico de ADN liberado por un érgano trasplantado podria utilizarse como marcador de un aumento de la
muerte celular de dicho 4rgano, tal como un episodio de rechazo u otros procesos patolégicos que afecten a ese
organo (p. ej., infeccién o absceso). En caso de que se instaure con éxito la terapia antirrechazo, se espera que se
reduzca el nivel plasmatico de ADN liberado por el 6rgano trasplantado.

ll. DETERMINACION DEL METILOMA FETAL O TUMORAL MEDIANTE SNP

Como se ha descrito anteriormente, el metiloma plasmatico corresponde al metiloma sanguineo de una persona
normal no gestante. Sin embargo, para una mujer gestante, los metilomas difieren. Las moléculas de ADN fetal circulan
en el plasma materno entre un fondo mayoritario de ADN materno (YMD Lo et al. 1998 Am J Hum Genet; 62: 768-
775). Por tanto, para una mujer gestante, el metiloma plasmético es en gran medida un compuesto del metiloma
placentario y del metiloma sanguineo. En consecuencia, se puede extraer el metiloma placentario del plasma.

En una realizacién, las diferencias de polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) entre la madre y el feto se utilizan para
identificar las moléculas de ADN fetal en el plasma materno. El objetivo era identificar los locus SNP en los que la
madre es homocigética, pero el feto es heterocigético; el alelo especifico del feto puede utilizarse para determinar qué
fragmentos de ADN proceden del feto. EI ADN gendmico de los glébulos sanguineos maternos se analizé mediante
una matriz de genotipado de SNP, la lllumina HumanOmni2.5-8. Por otra parte, para los locus de SNP en los que la
madre es heterocigdtica y el feto homocigético, entonces el alelo SNP especifico de la madre puede utilizarse para
determinar qué fragmentos de ADN plasmatico proceden de la madre. El nivel de metilaciéon de dichos fragmentos de
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ADN reflejaria el nivel de metilacién de las regiones gendmicas relacionadas en la madre.
A. Correlacién de la metilacién de las lecturas especificas del feto y el metiloma placentario

Los locus que tienen dos alelos diferentes, donde la cantidad de un alelo (B) era significativamente menor que la del
otro alelo (A), se identificaron a partir de los resultados de secuenciacién de una muestra biol6gica. Las lecturas que
cubrian los alelos B se consideraron especificas del feto (lecturas especificas del feto). Se determina que la madre es
homocigética para A y que el feto es heterocigético para A/B, por lo que las lecturas que cubren el alelo A fueron
compartidas por la madre y el feto (lecturas compartidas).

En un caso de gestacién analizado que se utilizé para ilustrar varios de los conceptos de esta invencién, la madre
gestante resulté ser homocigética en 1.945.516 locus de los autosomas. Se examinaron las lecturas de secuenciacién
del ADN del plasma materno que cubrian estos SNP. Se detectaron lecturas portadoras de un alelo no materno en
107.750 locus, que se consideraron los locus informativos. En cada SNP informativo, el alelo que no procedia de la
madre se denominé alelo especifico del feto, mientras que el otro se denomind alelo compartido.

Se puede determinar una concentracién fraccional de ADN fetal/tumoral (también denominada porcentaje de ADN
fetal) en el plasma materno. En una realizacién, la concentracién fraccional de ADN fetal en el plasma materno, f,
viene determinada por la ecuacion:

2p
f=——
p+q

donde p es el niumero de lecturas secuenciadas con el alelo especifico del feto y g es el nimero de lecturas
secuenciadas con el alelo compartido entre la madre y el feto (YMD Lo et al. 2010 Sci Trans/ Med; 2: 61ra91). Se
comprobd que las proporciones de ADN fetal en las muestras de plasma materno del primer trimestre, del tercer
trimestre y posteriores al parto eran del 14,4 %, 33,9 % y 4,5 %, respectivamente. Las proporciones de ADN fetal
también se calcularon utilizando los nimeros de lecturas que se alinearon con el cromosoma Y. Basandose en los
datos del cromosoma Y, los resultados fueron del 14,2 %, 34,9 %y 3,7 %, respectivamente, en las muestras de plasma
materno del primer trimestre, del tercer trimestre y después del parto.

Analizando por separado las lecturas de secuencias especificas del feto o compartidas, las realizaciones demuestran
que las moléculas de ADN fetal circulante estaban mucho més hipometiladas que las moléculas de ADN de fondo. Las
comparaciones de las densidades de metilacién de los locus correspondientes en las lecturas de plasma materno
especificas del feto y los datos de tejido placentario tanto para el primer trimestre como para el tercero revelaron altos
niveles de correlacién. Estos datos proporcionaron pruebas a nivel del genoma de que la placenta es la fuente
predominante de moléculas de ADN derivadas del feto en el plasma materno y representaron un gran paso adelante
en comparacion con las pruebas anteriores basadas en informacién derivada de locus seleccionados.

Determinamos la densidad de metilacién de cada regién de 1 Mb en el genoma utilizando las lecturas especificas del
feto o compartidas que cubrian los sitios CpG adyacentes a los SNP informativos. Se pueden visualizar los metilomas
fetales y no fetales especificos ensamblados a partir de las lecturas de secuencias del plasma materno, por ejemplo,
en graficas Circos (M Krzywinski et al. 2009 Genome Res; 19: 1639-1645). También se determinaron las densidades
de metilacion por bin de 1 Mb para los glébulos sanguineos maternos y las muestras de tejido placentario.

La FIG. 7A muestra un diagrama Circos 700 para muestras del primer trimestre. La FIG. 7B muestra un diagrama
Circos 750 para muestras del tercer trimestre. Los graficos 700 y 750 muestran la densidad de metilacién por cada bin
de 1 Mb. Los ideogramas de los cromosomas (anillo mas externo) estan orientados de pter a gter en el sentido de las
agujas del reloj (los centrémeros aparecen en rojo). El segundo carril mas exterior muestra el nimero de sitios CpG
en las correspondientes regiones de 1 Mb. La escala de las barras rojas mostradas es de hasta 20.000 sitios por cada
bin de 1 Mb. Las densidades de metilacién de las correspondientes regiones de 1 Mb se muestran en los otros carriles
basandose en el esquema de colores mostrado en el centro.

Para las muestras del primer trimestre (FIG. 7A), de dentro a fuera, los carriles son: muestra de vellosidades coridnicas,
lecturas especificas del feto en el plasma materno, lecturas especificas de la madre en el plasma materno, lecturas
fetales y no fetales combinadas en el plasma materno y en los glébulos sanguineos maternos. Para las muestras del
tercer trimestre (FIG. 7B), los carriles son: tejido de placenta a término, lecturas especificas del feto en el plasma
materno, lecturas especificas de la madre en el plasma materno, lecturas fetales y no fetales combinadas en el plasma
materno, plasma materno después del parto y glébulos sanguineos maternos (de la muestra de sangre del primer
trimestre). Se puede apreciar que tanto para las muestras de plasma del primer como del tercer trimestre, los
metilomas fetales estaban mas hipometilados que los de los metilomas no especificos del feto.

El perfil total de metilacién de los metilomas fetales se asemejaba mas al de las muestras de MVC o de tejido
placentario. Por el contrario, el perfil de metilacién del ADN de las lecturas compartidas en plasma, que eran
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predominantemente de ADN materno, se asemejé méas al de los glébulos sanguineos maternos. A continuacién,
realizamos una comparacién sistemética locus por locus de las densidades de metilacién de las lecturas de ADN del
plasma materno y de los tejidos maternos o fetales. Se determinaron las densidades de metilacion de los sitios CpG
que estaban presentes en la misma lectura de secuencia que los SNP informativos y que estaban cubiertos por al
menos 5 lecturas de secuencia de ADN plasmético materno.

Las FIGS 8A-8D muestran graficas de comparaciones de las densidades de metilacién del ADN del tejido genémico
frente al ADN del plasma materno para los sitios CpG que rodean los polimorfismos de un solo nucleétido informativos.
La FIG. 8A muestra las densidades de metilacién para lecturas especificas del feto en la muestra de plasma materno
del primer trimestre en relacién con las densidades de metilacién para lecturas en una muestra de MVC. Como puede
observarse, los valores especificos del feto se corresponden bien con los valores de las MVC.

La FIG. 8B muestra las densidades de metilacién para lecturas especificas del feto en la muestra de plasma materno
del tercer trimestre en relacién con las densidades de metilacidn para lecturas en un tejido placentario a término. De
nuevo, los conjuntos de densidades se corresponden bien, lo que indica que el perfil de metilacién fetal puede
obtenerse analizando lecturas con alelos especificos del feto.

La FIG. 8C muestra las densidades de metilacién de las lecturas compartidas en la muestra de plasma materno del
primer trimestre en relacién con las densidades de metilacién de las lecturas en los glébulos sanguineos maternos.
Dado que la mayoria de las lecturas compartidas son de la madre, los dos conjuntos de valores se corresponden bien.
La FIG. 8D muestra las densidades de metilacién de las lecturas compartidas en la muestra de plasma materno del
tercer trimestre en relacién con las densidades de metilacién de las lecturas en los glébulos sanguineos maternos.

Para las lecturas especificas del feto en el plasma materno, el coeficiente de correlacién de Spearman entre el plasma
materno del primer trimestre y la MVC fue de 0,705 (P <2,2*e-16); y el existente entre el plasma materno del tercer
trimestre y el tejido de placenta a término fue de 0,796 (P <2,2*e-16) (FIGS. 8A y 8B). Se realizé una comparacion
similar para las lecturas compartidas en plasma materno con los datos de glébulos sanguineos maternos. El coeficiente
de correlacién de Pearson fue de 0,653 (P <2,2*e-16) para la muestra de plasma del primer trimestre y de 0,638
(P <2,2*e-16) para la muestra de plasma del tercer trimestre (FIGS. 8C y 8D).

B. Metiloma fetal

En una realizacion, para ensamblar el metiloma fetal a partir del plasma materno, clasificamos las lecturas de
secuencias que abarcaban al menos un sitio SNP fetal informativo y que contenian al menos un sitio CpG dentro de
la misma lectura. Las lecturas que mostraban los alelos especificos del feto se incluyeron en el ensamblaje del
metiloma fetal. Las lecturas que mostraron el alelo compartido, es decir, el alelo no especifico del feto, se incluyeron
en el ensamblaje del metiloma no especifico del feto, que estaba compuesto predominantemente por moléculas de
ADN de origen materno.

Las lecturas especificas del feto cubrieron 218.010 sitios CpG en los autosomas de las muestras de plasma materno
del primer trimestre. Las cifras correspondientes a las muestras de plasma materno del tercer trimestre y posteriores
al parto fueron de 263.611 y 74.020, respectivamente. Como término medio, las lecturas compartidas cubrieron esos
sitios CpG un promedio de 33,3, 21,7 y 26,3 veces, respectivamente. Las lecturas especificas del feto cubrieron esos
sitios CpG 3,0, 4,4 y 1,8 veces, respectivamente, durante el primer trimestre, muestras de plasma materno del tercer
trimestre y posteriores al parto.

El ADN fetal representa una poblacién menor en el plasma materno y, por tanto, la cobertura de esos sitios CpG por
lecturas especificas del feto fue proporcional al porcentaje de ADN fetal de la muestra. Para la muestra de plasma
materno del primer trimestre, el porcentaje total de CpG metilados entre las lecturas fetales fue del 47,0 %, mientras
que el de las lecturas compartidas fue del 68,1 %. Para la muestra de plasma materno del tercer trimestre, el porcentaje
de CpG metilados de las lecturas fetales fue del 53,3 %, mientras que el de las lecturas compartidas fue del 68,8 %.
Estos datos mostraron que las lecturas especificas del feto en el plasma materno estaban méas hipometiladas que las
lecturas compartidas en el plasma materno.

C. Método

Las técnicas descritas anteriormente también pueden utilizarse para determinar un perfil de metilaciéon tumoral. A
continuacién, se describen métodos para determinar los perfiles de metilacién fetal y tumoral.

La FIG. 9 es un diagrama de flujo que ilustra un método 900 para determinar un primer perfil de metilacién a partir de
una muestra biolégica de un organismo de acuerdo con realizaciones de la presente invencidén. El método 900 puede
construir un mapa epigenético del feto a partir del perfil de metilaciéon del plasma materno. La muestra biol6gica incluye
ADN extracelular que comprende una mezcla de ADN extracelular procedente de un primer tejido y de un segundo
tejido. Como ejemplos, el primer tejido puede ser de un feto, un tumor o un érgano trasplantado.

En el bloque 910, se analiza una pluralidad de moléculas de ADN de la muestra biolégica. El anélisis de una molécula
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de ADN puede incluir la determinaciéon de una localizacién de la molécula de ADN en un genoma del organismo,
determinar un genotipo de la molécula de ADN, y determinar si la molécula de ADN esta metilada en uno o més sitios.

En una realizacion, las moléculas de ADN se analizan utilizando lecturas de secuencias de las moléculas de ADN,
donde la secuenciacidn tiene en cuenta la metilacién. Por tanto, las lecturas de secuencia incluyen el estado de
metilacién de las moléculas de ADN de la muestra biolégica. El estado de metilacién puede incluir si un determinado
resto de citosina es 5-metilcitosina o 5-hidroximetilcitosina. Las lecturas de secuencias pueden obtenerse a partir de
diversas técnicas de secuenciacidn, técnicas de PCR, matrices, y otras técnicas adecuadas para identificar secuencias
de fragmentos. El estado de metilacién de los sitios de la secuencia leida puede obtenerse como se describe en el
presente documento.

En el bloque 920, se identifica una pluralidad de primeros locus en los que un primer genoma del primer tejido es
heterocigdtico para un primer alelo respectivo y un segundo alelo respectivo y un segundo genoma del segundo tejido
es homocigoético para el primer alelo respectivo. Por ejemplo, pueden identificarse lecturas especificas del feto en la
pluralidad de primeros locus o pueden identificarse lecturas especificas del tumor en la pluralidad de primeros locus.
Las lecturas especificas del tejido pueden identificarse a partir de lecturas de secuenciacion en las que el porcentaje
de lecturas de secuencia del segundo alelo se encuentre dentro de un intervalo determinado, p. ej., de
aproximadamente el 3 %-25 %, indicando asi una poblacién minoritaria de fragmento de ADN de un genoma
heterocigdtico en el locus y una poblacién mayoritaria de un genoma homocigético en el locus.

En el bloque 930, se analizan las moléculas de ADN ubicadas en uno o mas sitios de cada uno de los primeros locus.
Se determina el numero de moléculas de ADN que estan metiladas en un sitio y que corresponden al segundo alelo
respectivo del locus. Puede haber mas de un sitio por locus. Por ejemplo, un SNP puede indicar que un fragmento es
especifico del feto, y ese fragmento puede tener multiples sitios cuyo estado de metilacién esta determinado. Se puede
determinar el nimero de lecturas en cada sitio que estan metiladas y el numero total de lecturas metiladas para el
locus.

El locus puede estar definido por un nimero especifico de sitios, un conjunto especifico de sitios o un tamafio particular
para una regién en torno a una variaciéon que comprende el alelo especifico del tejido. Un locus puede tener un solo
sitio. Los sitios pueden tener propiedades especificas, p. €j., que son sitios CpG. La determinacién de un nimero de
lecturas que no estan metiladas es equivalente, y se engloba dentro de la determinacién del estado de metilacién.

En el bloque 940, para cada uno de los primeros locus, se calcula una densidad de metilacién basada en el nimero
de moléculas de ADN metiladas en uno o mas sitios del locus y correspondientes al segundo alelo respectivo del locus.
Por ejemplo, se puede determinar una densidad de metilacién para los sitios CpG correspondientes a un locus.

En el bloque 950, se crea el primer perfil de metilacion del primer tejido a partir de las densidades de metilacién para
los primeros locus. El primer perfil de metilacién puede corresponder a sitios concretos, p. €j., sitios CpG. El perfil de
metilacién puede ser para todos los locus que tengan un alelo especifico del feto o solo para algunos de esos locus.

IV. USO DE LA DIFERENCIA DE LOS METILOMAS PLASMATICOS Y SANGUINEOS

Anteriormente, se demostrd que las lecturas especificas del feto procedentes del plasma se correlacionan con el
metiloma placentario. Como el componente materno del metiloma del plasma materno es aportado principalmente por
los glébulos sanguineos, la diferencia entre el metiloma plasmatico y el metiloma sanguineo puede utilizarse para
determinar el metiloma placentario para todos los locus, y no solo las localizaciones de los alelos especificos del feto.
La diferencia entre el metiloma plasmatico y el metiloma sanguineo también puede utilizarse para determinar el
metiloma de un tumor.

A. Método

La FIG. 10 es un diagrama de flujo que ilustra un método 1000 para determinar un primer perfil de metilacién a partir
de una muestra biol6gica de un organismo de acuerdo con realizaciones de la presente invencién. La muestra biolégica
(p. €j., plasma) incluye ADN extracelular que comprende una mezcla de ADN extracelular procedente de un primer
tejido y de un segundo tejido. El primer perfil de metilacién corresponde a un perfil de metilacién del primer tejido (p.
ej., tejido fetal o tejido tumoral). El método 1200 puede proporcionar una deduccién de regiones metiladas
diferencialmente a partir del plasma materno.

En el bloque 1010, se recibe una muestra biolégica. La muestra biolégica podria simplemente recibirse en una maquina
(p. €j., una maquina de secuenciacion). La muestra biolégica puede estar en la forma tomada del organismo o puede
estar en una forma procesada, p. €j., la muestra puede ser plasma extraido de una muestra de sangre.

En el bloque 1020, se obtiene un segundo perfil de metilaciéon correspondiente al ADN del segundo tejido. El segundo
perfil de metilacién podia leerse de memoria, como se haya determinado previamente. El segundo perfil de metilacién
puede determinarse a partir del segundo tejido, p. ej., una muestra diferente que contenga solo o predominantemente
células del segundo tejido. El segundo perfil de metilacién puede corresponder a un perfil de metilacién celular y
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obtenerse a partir de ADN celular. Como otro ejemplo, el segundo perfil puede determinarse a partir de una muestra
de plasma recogida antes de la gestacién, o antes del desarrollo del cancer, porque el metiloma plasmético de una
persona no gestante sin cancer es muy similar al metiloma de los glébulos sanguineos.

El segundo perfil de metilacién puede proporcionar una densidad de metilaciéon en cada uno de una pluralidad de locus
en un genoma del organismo. La densidad de metilacién en un locus concreto corresponde a una proporcién de ADN
del segundo tejido que esta metilado. En una realizacién, la densidad de metilacion es una densidad de metilacion de
CpG, donde los sitios CpG asociados al locus se utilizan para determinar la densidad de metilacién. Si hay un sitio
para un locus, entonces la densidad de metilacién puede ser igual al indice de metilacién. La densidad de metilacién
también corresponde a una densidad de desmetilacién, ya que ambos valores son complementarios.

En una realizaciéon, el segundo perfil de metilacién se obtiene mediante la secuenciacién teniendo en cuenta la
metilacién del ADN celular de una muestra del organismo. Un ejemplo de secuenciacidn en la que se tiene en cuenta
metilacién incluye el tratamiento del ADN con bisulfito sédico y la posterior secuenciacién del ADN. En otro ejemplo,
la secuenciacién en la que se tiene en cuenta la metilacién puede realizarse sin utilizar bisulfito sédico, utilizando una
plataforma de secuenciacion de una sola molécula que permita conocer el estado de metilacién de las moléculas de
ADN (incluida la N6-metiladenina, 5-metilcitosina y 5-hidroximetilcitosina) que se han de dilucidar directamente sin
conversion a bisulfito (A. B. Flusberg et al. 2010 Nat Methods; 7: 461-465; J Shim et al. 2013 Sci Rep; 3:1389. doi:
10.1038/srep01389); o mediante la inmunoprecipitacién de la citosina metilada (p. €j., utilizando un anticuerpo contra
la metilcitosina o utilizando una proteina o un péptido de unién al ADN metilado (L. G. Acevedo et al. 2011 Epigenomics;
3: 93-101) seguido de secuenciacién; o mediante el uso de enzimas de restriccién sensibles a la metilacién seguido
de la secuenciacién. En otra realizacién, se utilizan técnicas de no secuenciacién, tales como las matrices, PCR digital
y espectrometria de masas.

En otra realizacion, la segunda densidad de metilaciéon del segundo tejido podria obtenerse previamente a partir de
muestras de control del sujeto o de otros sujetos. La densidad de metilacién de otro sujeto puede actuar como un perfil
de metilacién de referencia que tenga densidades de metilaciéon de referencia. Las densidades de metilacién de
referencia pueden determinarse a partir de multiples muestras, donde un nivel medio (u otro valor estadistico) de las
diferentes densidades de metilacién en un locus puede utilizarse como densidad de metilacién de referencia en el
locus.

En el bloque 1030, se determina un perfil de metilaciéon extracelular a partir del ADN extracelular de la mezcla. El perfil
de metilacién extracelular proporciona una densidad de metilacién en cada uno de la pluralidad de locus. El perfil de
metilacién extracelular puede determinarse recibiendo lecturas de secuencia de una secuenciacion del ADN
extracelular, donde la informacién de metilaciéon se obtiene con las lecturas de la secuencia. El perfil de metilacién
extracelular puede determinarse del mismo modo que el metiloma celular.

En el bloque 1040, se determina un porcentaje del ADN extracelular del primer tejido en la muestra bioldgica. En una
realizacién, el primer tejido es tejido fetal, y el ADN correspondiente es ADN fetal. En otra realizacién, el primer tejido
es tejido tumoral, y el ADN correspondiente es ADN tumoral. El porcentaje puede determinarse de varias maneras, p.
ej., utilizando un alelo especifico del feto o un alelo especifico del tumor. El niUmero de copias también puede utilizarse
para determinar el porcentaje, p. ej., como se describe en la solicitud de patente de EE. UU. n.® 13/801.748 titulada
"Mutational Analysis Of Plasma DNA For Cancer Detection".

En el bloque 1050, se identifica una pluralidad de locus para determinar el primer metiloma. Estos locus pueden
corresponder a cada uno de los locus utilizados para determinar el perfil de metilacién extracelular y el segundo perfil
de metilacién. Por tanto, la pluralidad de locus puede corresponder. Es posible que se utilicen més locus para
determinar el perfil de metilacién extracelular y el segundo perfil de metilacion.

En algunas realizaciones, se pueden identificar los locus que estaban hipermetilados o hipometilados en el segundo
perfil de metilacion, p. ej., utilizando glébulos sanguineos maternos. Para identificar los locus hipermetilados en los
glébulos sanguineos maternos, se puede buscar desde un extremo de un cromosoma un sitio CpG con un indice de
metilacién =X % (p. ej., 80 %). A continuacion, se puede buscar el siguiente sitio CpG dentro de la regién en direccién
3' (p. €j., en 200 pb em direccion 3'). Si el sitio CpG inmediatamente posterior en direccién 3' también tenia un indice
de metilacién 2X % (u otra cantidad especificada), los sitios CpG primero y segundo pueden agruparse. La agrupacion
puede continuar hasta que no haya ningln otro sitio CpG en la siguiente regién en direccién 3'; o el sitio CpG
inmediatamente posterior en direccién 3' tenia un indice de metilacién <X %. La regién de los sitios CpG agrupados
puede notificarse como hipermetilada en los glébulos sanguineos maternos si la regién contenia al menos cinco sitios
CpG hipermetilados inmediatamente adyacentes. Se puede realizar un analisis similar para buscar locus hipometilados
en glébulos sanguineos maternos para sitios CpG con indices de metilacion <20 %. Las densidades de metilacién
para el segundo perfil de metilacién pueden calcularse para los locus preseleccionados y utilizarse para deducir el
primer perfil de metilacién (p. ej., la densidad de metilacién del tejido placentario) de los locus correspondientes, p. €.,
a partir de datos de secuenciacién con bisulfito del plasma materno.

En el bloque 1060, el primer perfil de metilacién del primer tejido se determina calculando un parametro diferencial que
incluye una diferencia entre la densidad de metilacién del segundo perfil de metilacién y la densidad de metilacién del
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perfil de metilacién extracelular para cada uno de la pluralidad de locus. La diferencia se escala por el porcentaje.

En una realizacién, la primera densidad de metilaciéon de un locus en el primer tejido (p. €j., la placenta)(D) se dedujo
mediante la ecuacion:

{mbc ~ mp)

I} = mbe —
f* NC

(1)

donde mbc denota la densidad de metilacién del segundo perfil de metilacién en un locus (p. ej., un locus
preseleccionado determinado en los datos de la secuenciacion con bisulfito de glébulos sanguineos maternos); mp
denota la densidad de metilacién del locus correspondiente en los datos de secuenciacién con bisulfito del plasma
materno; frepresenta el porcentaje de ADN extracelular del primer tejido (p. ej., concentracién fraccional de ADN fetal)
y NC representa el nimero de copias en el locus (p. ej., un valor mas alto para amplificaciones o un nimero mas bajo
para deleciones en relacién con lo normal). Si no hay amplificacién o delecién en el primer tejido, entonces el NC
puede ser uno. Para la trisomia (o una duplicacién de la regién en un tumor o un feto), el NC seria de 1,5 (ya que el
aumento es de 2 copias a 3 copias) y la monosomia tendria 0,5. Una mayor amplificacién puede aumentar en
incrementos de 0,5. En este ejemplo, D puede corresponder al pardmetro diferencial.

En el bloque 1070, la primera densidad de metilacidén se transforma para obtener una primera densidad de metilacién
corregida del primer tejido. La transformacién puede tener en cuenta las diferencias fijas entre los parametros
diferenciales y el perfil de metilacién real del primer tejido. Por ejemplo, los valores pueden diferir en una constante
fija 0 una constante pendiente. La transformacién puede ser lineal o no lineal.

En una realizacién, la distribucién de los valores deducidos, D, resulté ser inferior al nivel real de metilacién del tejido
placentario. Por ejemplo, los valores deducidos pueden transformarse linealmente utilizando datos de islas CpG, que
eran segmentos genémicos que tenian una sobrerrepresentacién de sitios CpG. Las posiciones gendmicas de las islas
CpG utilizadas en este estudio se obtuvieron de la base de datos UCSC Genome Browser (NCBI build 36/hgl8) (P. A.
Fujita et al. 2011 Nucleic Acids Res; 39: D876-882). Por ejemplo, una isla CpG puede definirse como un segmento
gendmico con un contenido de GC =50 %, longitud genémica >200 pb y la proporcién entre el nimero de CpG
observado/esperado >0,6 (M. Gardiner-Garden et al., 1987 J Mol Biol, 196: 261-282).

En una implementacién, para derivar la ecuacion de transformacién lineal, pueden incluirse las islas CpG con al menos
4 sitios CpG y una profundidad de lectura promedio 25 por sitio CpG en las muestras secuenciadas. Tras determinar
las relaciones lineales entre las densidades de metilacién de las islas CpG en las MVC o la placenta a término y los
valores deducidos, D, se utilizaron las siguientes ecuaciones para determinar los valores previstos:

Valores previstos en el primer trimestre = Dx 1,6 + 0,2

Valores previstos en el tercer trimestre = D x 1,2 + 0,05
B. Ejemplo fetal
Como se ha mencionado anteriormente, el método 1000 puede utilizarse para deducir un panorama de metilacién de
la placenta a partir del plasma materno. EI ADN circulante en plasma procede predominantemente de células
hematopoyéticas. Sin embargo, existe una proporciéon desconocida de ADN extracelular procedente de otros 6rganos
internos. Asimismo, el ADN extracelular derivado de la placenta representa aproximadamente el 5-40 % del ADN total
del plasma materno, con una media de aproximada el 15 %. Por tanto, cabe suponer que el nivel de metilacién en el
plasma materno es equivalente a una metilacién basal existente mas una contribucién placentaria durante la gestacién,
como se ha descrito anteriormente.
El nivel de metilacién del plasma materno, PM, puede determinarse mediante la siguiente ecuacién:

PM=BASALx(1-f)+ NMPx f

donde BASAL es el nivel basal de metilacion del ADN en plasma derivado de glébulos sanguineos y érganos internos,
NMP es el nivel de metilacién de la placenta y/es la concentracién fraccional de ADN fetal en el plasma materno.

En una realizacién, el nivel de metilacién de la placenta puede deducirse te6ricamente mediante:

PM-BASAL X {1~Ff
— A

Las ecuaciones (1) y (2) son equivalentes cuando NC es igual a uno, D es igual a NMP, y BASAL es igual a mbc. En

(2)
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otra realizacién, la concentracién fraccionaria de ADN fetal puede suponerse o fijarse en un valor especificado, p. €j,,
como parte de una suposiciéon de un minimo/estar presente.

Se tomo el nivel de metilacion de la sangre materna para representar la metilaciéon basal del plasma materno. Ademas
de los locus que estaban hipermetilados o hipometilados en los glébulos sanguineos maternos, seguimos explorando
el enfoque de la deduccidn centrandonos en regiones definidas con relevancia clinica, por ejemplo, las islas CpG en
el genoma humano.

Se obtuvo la densidad media de metilaciéon de un total de 27.458 islas CpG (NCBI Build36/hgl8) en los autosomas y
el cr. X a partir de los datos de secuenciacién del plasma materno y la placenta. Solo se seleccionaron aquellos con
210 sitios CpG cubiertos y una profundidad de lectura promedio =5 por sitios CpG cubiertos en todas las muestras
analizadas, incluida la placenta, sangre materna y plasma materno. Como resultado, 26.698 islas CpG (97,2 %)
permanecieron como validas y su nivel de metilacién se dedujo utilizando los datos de metilacién plasmatica y la
concentracion fraccional de ADN fetal de acuerdo con la ecuacién anterior.

Se observé que la distribucién de los valores de NMP deducidos era inferior al nivel de metilacion real de las islas CpG
en el tejido placentario. Por tanto, en una realizacién, los valores de NMP deducidos, o simplemente los valores de (D)
deducidos, se utilizaron como unidad arbitraria para estimar el nivel de metilacién de las islas CpG en la placenta.
Después de una transformacién, los valores deducidos linealmente y su distribuciéon se asemejé mas a la del conjunto
de datos real. Los valores deducidos transformados se denominaron valores predictivos de metilacién (VPM) y se
utilizaron posteriormente para predecir el nivel de metilacién de los locus genéticos en la placenta.

En este ejemplo, las islas CpG se clasificaron en 3 categorias en funcién de sus densidades de metilacién en la
placenta: Baja (<0,4), Intermedia (>0,4-<0,8) y Alta (=0,8). Utilizando la ecuacién de deduccién, se calculé el VPM del
mismo conjunto de islas CpG y luego se utilizaron los valores para clasificarlas en 3 categorias con los mismos puntos
de corte. Comparando los conjuntos de datos reales y los deducidos, se encontré que el 75,1 % de las islas CpG
preseleccionadas se podian emparejar correctamente con las mismas categorias en los datos de tejido de acuerdo
con su VPM. Aproximadamente el 22 % de las islas CpG se asignd a grupos con 1 nivel de diferencia (alta frente a
intermedia, o intermedia frente a baja) y menos del 3 % se clasificarian completamente mal (alta frente a baja) (FIG.
12A). También se determiné el rendimiento total de la clasificacién: 86,1 %, 31,4 % y 68,8 % de islas CpG con
densidades de metilacién <0,4, >0,4-<0,8 y =0,8 en la placenta se dedujeron como "Bajo", "Intermedio" y "Alto"
correctamente (FIG. 12B).

Las FIGS. 11Ay 11B muestran graficos del rendimiento del algoritmo de prediccién utilizando datos de plasma materno
y concentracion fraccional de ADN fetal de acuerdo con realizaciones de la presente invencion. La FIG. 11A es un
grafico 1100 que muestra la precision de la clasificacién de islas CpG utilizando la clasificacion de correccién del VPM
(la categoria deducida coincide exactamente con el conjunto de datos real); la diferencia de 1 nivel (la categoria
deducida difiere en 1 nivel del conjunto de datos real); y la clasificacién errénea (la categoria deducida es opuesta a
la del conjunto de datos real). La FIG. 11B es un grafico 1150 que muestra la proporcion de islas CpG clasificadas en
cada categoria deducida.

Siempre que la metilacién basal materna sea baja en las respectivas regiones genémicas, la presencia de ADN
hipermetilado derivado de la placenta en el sistema circulatorio aumentaria el nivel total de metilacién plasmatica en
un grado que dependeria de la concentracién fraccional de ADN fetal. Podria observarse un cambio notable cuando
el ADN fetal liberado esté totalmente metilado. Por el contrario, cuando la metilaciéon basal materna es elevada, el
grado de cambio en el nivel de metilacién plasmatica seria més significativo si se liberara ADN fetal hipometilado. Por
lo tanto, el esquema de deduccién puede ser més practico cuando el nivel de metilacién se dedujo para locus genéticos
que se sabe que son distintos entre el valor basal materno y la placenta, especialmente para aquellos marcadores
hipermetilados e hipometilados en la placenta.

La FIG. 12A es una tabla 1200 que muestra detalles de 15 locus gendémicos seleccionados para la prediccién de
metilacién de acuerdo con realizaciones de la presente invencion. Para confirmar las técnicas, se seleccionaron
15 locus gendmicos metilados diferencialmente que habian sido estudiados previamente. Se dedujeron los niveles de
metilacién de las regiones seleccionadas y se compararon con los 15 locus genéticos metilados diferencialmente
estudiados previamente (R. W. K. Chiu et al. 2007 Am J Pathol; 170: 941-950; S.8.C. Chim et al. 2008 Clin Chem; 54:
500-511; S. 8. C. Chim et al. 2005 Proc Natl Acad Sci EE. UU.; 102: 14753-14758; D. W. Y. Tsui et al. 2010 PLoS
One; 5: el5069).

La FIG. 12B es un grafico 1250 que muestra las categorias deducidas de los 15 locus gendmicos seleccionados y sus
correspondientes niveles de metilacién en la placenta. Las categorias de metilacién deducidas son: Bajo, <0,4;
Intermedia, >0,4-<0,8; Alto, 20,8. La tabla 1200y el grafico 1300 muestran que sus niveles de metilacién en la placenta
pudieron deducirse correctamente con varias excepciones: RASSF1A, CGI009, CGI137 y VAPA. De estos 4
marcadores, solo el CGI009 mostré una discrepancia notable con el conjunto de datos real. Los demas solo estaban
marginalmente mal clasificados.

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2994 426 T3

M- BASAL x (1=f)

En la tabla 1200, "1" se refiere a los valores deducidos (D) que se calculan con la ecuacién: D = !

donde f es la fraccidn de concentracion de ADN fetal. El nUmero "2" se refiere a los valores predictivos de metilacién
(VPM) referidos a los valores deducidos transformados linealmente utilizando la ecuacién: VPM =D x 1,6 + 0,25. El
nimero "3" se refiere al valor de corte de clasificacién de los valores deducidos: Bajo, <0,4; Inter(medio), >0,4-<0,8;
Alto, =0,8. El numero "4" se refiere al valor de corte de clasificacién para el conjunto de datos de placenta real: Bajo,
<0,4; Inter(medio), >0,4-<0,8; Alto, =20,8. El nimero "5" indica que el estado placentario se refiere al estado de
metilacién de la placenta en relacién con el de los glébulos sanguineos maternos.

C. Célculo de las concentraciones fraccionarias de ADN fetal

En una realizacién, el porcentaje de ADN fetal del primer tejido puede utilizar un cromosoma Y para un feto masculino.
La proporcién de secuencias del cromosoma Y (% cr. Y) en una muestra de plasma materno fue una combinacién de
las lecturas del cromosoma Y derivadas del feto masculino y el nimero de lecturas maternas (de mujer) que estaban
mal alineadas con el cromosoma Y (R. W. K. Chiu et al. 2011 BMJ; 342: ¢7401). Por tanto, la relacién entre % de cr.
Y y la concentracién fraccional de ADN fetal (f) en la muestra puede venir dada por:

% decr. Y =% de cr. Ymasculino X f+ % de cr. Yfemenino X (1 - )

donde el % de cr. Ymasculino S€ refiere a la proporcion de lecturas alineadas con el cromosoma Y en una muestra de
plasma que contiene un 100 % de ADN masculino; y el % de cr. Ytemenino Se refiere a la proporcion de lecturas alineadas
con el cromosoma Y en una muestra de plasma que contiene un 100 % de ADN femenino.

El % de cr. Y puede determinarse a partir de lecturas que se alinearon con el cromosoma Y sin desajustes para una
muestra de una mujer gestante de un feto masculino, p. €j., donde las lecturas proceden de muestras convertidas con
bisulfito. El valor del % de cr. Ymasculino puede obtenerse a partir de la secuenciacién con bisulfito de dos muestras de
plasma de varones adultos. El valor del % de cr. Yiemenino puede obtenerse a partir de la secuenciacién con bisulfito de
dos muestras de plasma de mujeres adultas no gestantes.

En otras realizaciones, el porcentaje de ADN fetal puede determinarse a partir de alelos especificos del feto en un
autosoma. Como otro ejemplo, se pueden utilizar marcadores epigenéticos para determinar el porcentaje de ADN fetal.
También pueden utilizarse otras formas de determinar el porcentaje de ADN fetal.

D. Método de utilizacién de la metilacién para determinar el nimero de copias

El genoma placentario estd mas hipometilado que el materno. Como se ha comentado anteriormente, la metilacién del
plasma de una mujer gestante depende de la concentracion fraccional de ADN fetal derivado de la placenta en el
plasma materno. Por lo tanto, mediante el analisis de la densidad de metilaciéon de una regién cromosdmica, es posible
detectar la diferencia en la contribucién de los tejidos fetales al plasma materno. Por ejemplo, en una mujer gestante
portadora de un feto trisémico (p. ej., que padezca trisomia 21 o trisomia 18 o trisomia 13), el feto aportaria una
cantidad adicional del ADN del cromosoma trisémico al plasma materno en comparacién con los cromosomas
disémicos. En esta situacion, la densidad de metilacién plasmatica del cromosoma trisémico (o de cualquier regién
cromosémica que presente una amplificacién) seria inferior a la de los cromosomas disémicos. El grado de diferencia
puede predecirse mediante célculo matematico teniendo en cuenta la concentracién fraccional de ADN fetal en la
muestra de plasma. Cuanto mayor sea la concentracién fraccional de ADN fetal en la muestra de plasma, mayor sera
la diferencia en la densidad de metilacién entre los cromosomas trisémicos y disémicos. Para las regiones que
presentan una supresién, la densidad de metilacién seria mayor.

Un ejemplo de delecién es el sindrome de Turner, cuando un feto femenino solo tiene una copia del cromosoma X. En
esta situacidn, para una mujer gestante portadora de un feto con sindrome de Turner, la densidad de metilacién del
cromosoma X en su ADN plasmético seria superior a la situacién de la misma mujer gestante portadora de un feto
femenino con el nUmero normal de cromosomas X. En una realizacién de esta estrategia, se podria analizar primero
el plasma materno para detectar la presencia o ausencia de secuencias del cromosoma Y (p. €j., mediante MPS o una
técnica basada en PCR). Si las secuencias del cromosoma Y estan presentes, entonces el feto puede clasificarse
como masculino y no seria necesario el siguiente anélisis. Por otra parte, si las secuencias del cromosoma Y estén
ausentes en el plasma materno, entonces el feto puede clasificarse como femenino. En esta situacién, se puede
analizar la densidad de metilacién del cromosoma X en el plasma materno. Una densidad de metilacién del cromosoma
X superior a la normal indicaria que el feto tiene un alto riesgo de padecer el sindrome de Turner. Este enfoque también
puede aplicarse a las demas aneuploidias cromosdmicas sexuales. Por ejemplo, para un feto afectado por XYY, la
densidad de metilacién del cromosoma Y en el plasma materno seria inferior a la del feto XY normal con un nivel
similar de ADN fetal en el plasma materno. Como otro ejemplo, para un feto con sindrome de Klinefelter (XXY), hay
secuencias del cromosoma Y presentes en el plasma materno, pero la densidad de metilacién del cromosoma X en el
plasma materno sera inferior a la de un feto XY normal con un nivel similar de ADN fetal en el plasma materno.

Del analisis anterior, la densidad de metilacién plasmatica para un cromosoma disémico (PMno aneu) S€ puede calcular
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como: PMno aneu = BASAL x (1 — f) + NMP x f, donde BASAL es el nivel basal de metilacion del ADN en plasma
derivado de glébulos sanguineos y érganos internos, NMP es el nivel de metilacidén de la placenta y/es la concentracién
fraccional de ADN fetal en el plasma materno.

La densidad de metilacién plasmatica para un cromosoma trisémico (PManeu) puede calcularse como: PManew = BASAL
x(1-f)+ NMPxfx1,5, donde el 1,5 corresponde al nimero de copias NC y la adicién de un cromosoma mas supone
un aumento del 50 %. La diferencia entre un cromosoma trisémico y uno disémico (PMpif) seria

PMpir = NMP x fx 0,5.

En una realizacién, la comparacién de la densidad de metilacion del cromosoma (o regién cromosémica)
potencialmente aneuploide con otro u otros cromosomas presuntamente no aneuploides o con la densidad de
metilacién total del genoma puede utilizarse para normalizar eficazmente la concentracién de ADN fetal en la muestra
de plasma. La comparacién puede realizarse mediante el calculo de un parametro (p. €j., una relacién o una diferencia)
entre las densidades de metilacién de las dos regiones para obtener una densidad de metilacién normalizada. La
comparacién puede eliminar una dependencia del nivel de metilacién resultante (p. ej., determinado como pardmetro
a partir de las dos densidades de metilacién).

Si la densidad de metilacion del cromosoma potencialmente aneuploide no esta normalizada con respecto a la
densidad de metilacién de otro u otros cromosomas, u otros parametros que reflejen la concentracién fraccional de
ADN fetal, la concentracion fraccionaria seria un factor importante que afectaria a la densidad de metilacién en el
plasma. Por ejemplo, la densidad de metilacién plasmatica del cromosoma 21 de una mujer gestante portadora de un
feto con trisomia 21 y una concentracion fraccional de ADN fetal del 10 % seria la misma que la de una mujer gestante
portadora de un feto euploide y la concentracién fraccional de ADN fetal es del 15 %, mientras que una densidad de
metilacién normalizada mostraria una diferencia.

En otra realizacién, la densidad de metilacién del cromosoma potencialmente aneuploide puede normalizarse con
respecto a la concentracién fraccional de ADN fetal. Por ejemplo, se puede aplicar la siguiente ecuacién para
normalizar la densidad de metilacion: PMnormatizada = + (BASAL - NMP) x f, donde PMnormalizada €S la densidad de
metilacién normalizada con la concentracidn fraccional de ADN fetal en el plasma, PMno normalizada €S la densidad de
metilacién medida, BASAL es la densidad basal de metilaciéon de las células o tejidos sanguineos maternos, NMP es
la densidad de metilacion en los tejidos placentarios, y/es la concentracién fraccional de ADN fetal. Las densidades
de metilacién BASAL y NMP podrian basarse en valores de referencia previamente establecidos a partir de glébulos
sanguineos maternos y tejidos placentarios obtenidos de gestaciones sanas. Se pueden utilizar diferentes métodos
genéticos y epigenéticos para determinar la concentracién fraccional de ADN fetal en la muestra de plasma, por
ejemplo, mediante la medicidén del porcentaje de lecturas de secuencias del cromosoma Y utilizando secuenciacién
masiva paralela o PCR en ADN no convertido en bisulfito.

En una implementaciéon, se puede comparar la densidad de metilacibn normalizada para un cromosoma
potencialmente aneuploide con un grupo de referencia formado por mujeres gestantes portadoras de fetos euploides.
Se puede determinar la media y la DT de la densidad de metilacién normalizada del grupo de referencia. A
continuacién, la densidad de metilacién normalizada del caso analizado puede expresarse como una puntuacién z que
indica el niUmero de DT con respecto a la media del grupo de referencia:

.y PM i —Medi . . ., .
Punturacién z = —ermalizade P77 qonde PMnormaizada €S la densidad de metilacién normalizada para el caso

DT
analizado, la media es la media de la densidad de metilacién normalizada de los casos de referencia y DT es la
desviacidn tipica de la densidad de metilacién normalizada de los casos de referencia. Se puede utilizar un valor de
corte, por ejemplo. una puntuacién z <-3, para clasificar si un cromosoma esta significativamente hipometilado y, por
consiguiente, para determinar el estado de aneuploidia de la muestra.

En otra realizacién, la PMpit puede utilizarse como la densidad de metilacién normalizada. En dicha realizacién, se
puede deducir el NMP, p. ej., utilizando el método 1000. En algunas implementaciones, puede determinarse una
densidad de metilacién de referencia (que puede normalizarse mediante f) a partir de un nivel de metilacién de una
regién no aneuploide. Por ejemplo, la Media podria determinarse a partir de una o varias regiones cromosémicas de
la misma muestra. El valor de corte ser escalado por f, o simplemente fijarse en un nivel suficiente mientras exista una
concentracién minima.

En consecuencia, la comparacién del nivel de metilacién de una regién con un valor de corte puede realizarse de
varias maneras. La comparaciéon puede implicar una normalizacién (p. €j., como se ha descrito anteriormente), que
puede realizarse de forma equivalente en el nivel de metilacién o en el valor de corte, dependiendo de cémo se definan
los valores. Por tanto, el hecho de que el nivel de metilacién determinado de una regién sea estadisticamente diferente
de un nivel de referencia (determinado a partir de la misma muestra o de otras muestras) puede determinarse de
diversas maneras.

El analisis anterior puede aplicarse al analisis de regiones cromosdmicas, que puede incluir un cromosoma entero o
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partes del cromosoma, incluyendo subregiones contiguas o disjuntas de un cromosoma. En una realizacion, el
cromosoma potencialmente aneuploide puede dividirse en varios bins. Los bins pueden ser del mismo tamafio o de
tamafios diferentes. La densidad de metilacién de cada bin puede normalizarse con respecto a la concentracién
fraccional de la muestra o a la densidad de metilacién de uno o mas cromosomas presuntamente no aneuploides o a
la densidad de metilacién global del genoma. La densidad de metilaciéon normalizada de cada bin puede compararse
entonces con un grupo de referencia para determinar si est4 significativamente hipometilado. A continuacién, se puede
determinar el porcentaje de bins que estan significativamente hipometilados. Se puede utilizar un valor de corte, para
ejemplos superiores al 5 %, 10 %, 15 %, 20 % o 30 % de los bins que estan significativamente hipometilados para
clasificar el estado de aneuploidia del caso.

Cuando se busca una amplificacién o una delecién, se puede comparar la densidad de metilacién con una densidad
de metilacién de referencia, que pueden ser especificas para una regiéon concreta sometida a prueba. Cada regién
puede tener una densidad de metilacién de referencia diferente, ya que la metilacién puede variar de una regién a
otra, sobre todo en funcidén del tamafio de las regiones (p. ej., las regiones mas pequefias mostraran més variacién).

Como se ha mencionado anteriormente, una o mas mujeres gestantes, cada una de ellas portadora de un feto
euploide, puede utilizarse para definir el intervalo normal de la densidad de metilacién para una regidén de interés o
una diferencia en la densidad de metilacién entre dos regiones cromosémicas. También puede determinarse un
intervalo normal para el NMP (p. ej., por medicién directa o deducido por el método 1000). En otras realizaciones, se
puede utilizar una relacién entre dos densidades de metilacién, p. ej., se puede utilizar un cromosoma potencialmente
aneuploide y un cromosoma no aneuploide para el analisis en lugar de su diferencia. Este enfoque de analisis de
metilacién puede combinarse con el enfoque de nimero de lecturas de secuencias (R. W. K. Chiu et al. 2008 Proc
Natl Acad Sci EE. UU.;105:20458-20463) y enfoques que implican el analisis del tamafio del ADN plasmatico (patente
de EE. UU. n.°2011/0276277) para determinar o confirmar una aneuploidia. El enfoque de nimero de lecturas de
secuencias que se utiliza junto con el analisis de metilacién puede realizarse utilizando secuenciacién aleatoria (R. W.
K. Chiu et al. 2008 Proc Natl Acad Sci EE. UU.;105:20458-20463; D. W. Bianchi D. W. et al. 2012 Obstet Gynecol
119:890-901) o secuenciacion dirigida (A. B. Sparks et al. 2012 Am J Obstet Gynecol 206:319.el-9; B. Zimmermann et
al. 2012 Prenat Diagn 32:1233-1241; G. J. Liao et al. 2012 PLoS One; 7:€38154).

El uso de BASAL puede tener en cuenta las variaciones del valor basal entre las muestras. Por ejemplo, una mujer
podria tener niveles de metilacion BASAL diferentes a los de otra mujer, pero la diferencia entre el BASAL y el NMP
puede utilizarse entre muestras en tales situaciones. El valor de corte para las distintas regiones cromosémicas puede
ser diferente, p. €j., cuando la densidad de metilacién de una regién del genoma difiere con respecto a otra regién del
genoma.

Este enfoque puede generalizarse para detectar cualquier aberracién cromosédmica, incluida la delecién y la
amplificacién, en el genoma fetal. Adicionalmente, la resolucidén de este analisis puede ajustarse al nivel deseado, por
ejemplo, el genoma puede dividirse en bins de 10 Mb, 5 Mb, 2 Mb, 1 Mb, 500 kb, 100 kb. Por consiguiente, esta
tecnologia también puede utilizarse para detectar duplicaciones subcromosdmicas o deleciones subcromosémicas.
Esta tecnologia permitiria obtener un cariotipo molecular fetal prenatal de forma no invasiva. Cuando se utiliza de esta
manera, esta tecnologia puede utilizarse junto con los métodos de pruebas prenatales no invasivas que se basan en
el nimero de moléculas (A. Srinivasan et al. 2013 Am J Hum Genet,92:167-176; S. C. Y. Yu et al. 2013 PLoS One 8:
e60968). En otras realizaciones, el tamafio de los bins no tiene por qué ser idéntico. Por ejemplo, el tamafio de los
bins puede ajustarse para que cada bin contenga un nimero idéntico de dinucleétidos CpG. En este caso, el tamafio
fisico de los bins seria diferente.

La ecuacidn puede reescribirse para aplicarla a distintos tipos de aberraciones cromosémicas como PMpis= (BASAL -
NMP) x fx 0,5 x NC. Aqui NC representa el nimero de cambios en el nUmero de copias en la regién afectada. NC
igual a 1 para la ganancia de 1 copia de un cromosoma, 2 para la ganancia de 2 copias de un cromosoma y -1 para
la pérdida de uno de los dos cromosomas homoélogos (p. ej., para detectar el sindrome de Turner fetal en el que un
feto femenino ha perdido uno de los cromosomas X, dando lugar a un cariotipo XO). No es necesario modificar esta
ecuacién cuando se cambia el tamafio de los bins. Sin embargo, se pueden deducir la sensibilidad y la especificidad
cuando se utiliza un tamafio de bin més pequefio, ya que un numero menor de dinucleétidos CpG (u otras
combinaciones de nucleétidos que muestren una metilacion diferencial entre el ADN fetal y el ADN materno) estarian
presentes en bins mas pequefios, dando lugar a una mayor variacidén estocastica en la medicién de las densidades de
metilacién. En una realizacion, el nUmero de lecturas necesarias puede determinarse analizando el coeficiente de
variacién de la densidad de metilacién y el nivel de sensibilidad deseado.

A fin de demostrar la viabilidad de este enfoque, hemos analizado las muestras de plasma de 9 mujeres gestantes.
En cinco mujeres gestantes, cada una de ellas era portadora de un feto euploide y las otras cuatro eran portadoras de
un feto con trisomia 21 (T21). Se seleccionaron al azar tres de las cinco gestaciones euploides para formar un grupo
de referencia. Los dos casos de gestacién euploide restantes (Eu1 y Eu2) y los cuatro casos T21 (T21-1, T21-2, T21-
3y T21-4) se analizaron utilizando este enfoque para comprobar un posible estado T21.

El ADN plasmético se convirtié con bisulfito y se secuencié utilizando la plataforma HiSeq2000 de lllumina. En una
realizacién, se calculé la densidad de metilacién de los cromosomas individuales. A continuacién, se determiné la
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diferencia en la densidad de metilacién entre el cromosoma 21 y la media de los otros 21 autosomas para obtener una
densidad de metilacién normalizada (Tabla 1). Se utilizaron la media y la DT del grupo de referencia para calcular la
puntuacién z de los seis casos de prueba.

Eul | Eu2 | T21-1|T21-2(T21-3| T21-4

-1,48 (1,09 | -4,46 | -5,30 | -8,06 | -5,69

Puntuacién z para PMoir entre el cr. 21 y otros autosomas

Tabla 1: Mediante un valor de corte de <-3 para la puntuacién z para clasificar una muestra como T21, la clasificacién
de todos los casos euploides y T21 era correcta.

En otra realizacién, el genoma se dividié en bins de 1 Mb y se determiné la densidad de metilacién de cada bin de
1 Mb. La densidad de metilacién de todos los bins del cromosoma potencialmente aneuploide puede normalizarse con
la densidad de metilacién media de todos los bins situados en los cromosomas presuntamente no aneuploides. En
una implementacién, para cada bin, se puede calcular la diferencia en la densidad de metilaciéon con respecto a la
mediana de los bins no aneuploides. La puntuacién z puede calcularse para estos valores mediante los valores de la
media y la DT del grupo de referencia. Se puede determinar el porcentaje de bins que muestran hipometilacién (Tabla
2) y compararlo con un porcentaje de corte.

Eul|Eu2| T21-1 | T21-2 | T21-3 | T214

0%|0%|33,3%|583 % |19,4%|52,8%

Porcentaje de bins en el cr. 21 tienen una puntuacién z de PMpir <-3

Tabla 2: Mediante el 5 % como valor de corte para los bins con un nimero significativamente mayor de hipometilados
en el cromosoma 21, todos los casos se clasificaron correctamente para el estado T21.

Este enfoque basado en la metilacién del ADN para detectar aberraciones cromosémicas o subcromosémicas fetales
puede utilizarse junto con los basados en el nUmero de moléculas como, por ejemplo, mediante secuenciacion (R. W.
K. Chiu et al. 2008 Proc Natl Acad Sci EE. UU.; 105: 20458-20463) o PCR digital (Y. M. D. Uo et al. 2007 Proc Nat/
Acad Sci EE. UU.; 104: 13116-13121), o el dimensionamiento de moléculas de ADN (publicacién de patente de EE.UU.
n.° 2011/0276277). Dicha combinacién (p. ej., metilacién del ADN més namero molecular, o metilacién del ADN mas
determinacién del tamafio, o metilacién del ADN mas nimero molecular més determinacién del tamafio) tendria un
efecto sinérgico que seria ventajoso en un contexto clinico, p. ej., mejorando la sensibilidad y/o la especificidad. Por
ejemplo, el nUmero de moléculas de ADN que habria que analizar, p. ej., mediante secuenciacién, puede reducirse
sin afectar negativamente a la precisién del diagnéstico. Esta caracteristica permitiria realizar dichas pruebas de forma
méas econémica. Como otro ejemplo, para un nimero determinado de moléculas de ADN analizadas, un enfoque
combinado permitiria detectar aberraciones cromosémicas o subcromosédmicas fetales con una concentracién
fraccional méas baja de ADN fetal.

La FIG. 13 es un diagrama de flujo de un método 1300 para detectar una anomalia cromosdmica a partir de una
muestra bioldgica de un organismo. La muestra bioldgica incluye ADN extracelular que comprende una mezcla de
ADN extracelular procedente de un primer tejido y de un segundo tejido. El primer tejido puede proceder de un feto o
de un tumor y el segundo tejido puede proceder de una mujer gestante o de un paciente.

En el bloque 1310, se analizan una pluralidad de moléculas de ADN de la muestra bioldgica. El anélisis de una
molécula de ADN puede incluir la determinacién de una ubicacién de la molécula de ADN en un genoma del organismo
y la determinacién de sila molécula de ADN esta metilada en uno o més sitios. El analisis puede realizarse recibiendo
lecturas de secuencias de una secuenciacidén consciente de la metilacién, y asi el anélisis puede realizarse solo sobre
datos obtenidos previamente del ADN. En otras realizaciones, el analisis puede incluir la secuenciacién real u otras
etapas activas de la obtencién de los datos.

La determinacién de una ubicacién puede incluir la cartografia de las moléculas de ADN (p. ej., a través de lecturas
de secuencias) a las partes respectivas del genoma humano, p. ej., a regiones especificas. En una implementacién,
si una lectura no corresponde a una regién de interés, entonces la lectura puede ser ignorada.

En el bloque 1320, se determina un nimero respectivo de moléculas de ADN que estan metiladas en el sitio para cada
uno de una pluralidad de sitios. En una realizacién, los sitios son sitios CpG, y pueden ser solo ciertos sitios CpG,
seleccionados de acuerdo con uno o varios de los criterios mencionados en el presente documento. El nimero de
ADN metilado equivale a determinar el nimero de ADN no metilado una vez realizada la normalizacion utilizando el
namero total de moléculas de ADN analizadas en un sitio concreto, p. €j., un nimero total de lecturas de secuencias.

En el bloque 1330, se calcula un primer nivel de metilacién de una primera regién cromosémica basandose en los
ndmeros respectivos de moléculas de ADN metiladas en sitios dentro de la primera regién cromosémica. La primera
regién cromosémica puede ser de cualquier tamafio, p. ej., los tamafios mencionados anteriormente. El nivel de
metilacién puede dar cuenta de un nimero total de moléculas de ADN alineadas con la primera regién cromosémica,
p. €j., como parte de un procedimiento de normalizacién.
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La primera regién cromosémica puede ser de cualquier tamafio (p. €., un cromosoma entero) y puede comprender
subregiones disjuntas, es decir, subregiones estan separadas entre si. Se pueden determinar los niveles de metilacién
de cada subregién y combinarlos, p. ej., como un promedio 0 una mediana, para determinar el nivel de metilacién de
la primera regién cromosémica.

En el bloque 1340, el primer nivel de metilacién se compara con un valor de corte. El valor de corte puede ser un nivel
de metilacién de referencia o estar relacionado con un nivel de metilacién de referencia (p. ej., una distancia
especificada de un nivel normal). El valor de corte puede determinarse a partir de otras mujeres gestantes portadoras
de fetos sin anomalias cromosémicas en la primera regién cromosdmica, de muestras de individuos sin cancer o de
locus del organismo que se sabe que no estédn asociados a una aneuploidia (es decir, regiones que son disémicas).

En una realizacién, el valor de corte puede definirse como una diferencia con respecto a un nivel basal de metilacién
de (BASAL- NMP) x fx 0,5 x NC, donde BASAL es el valor basal de la mujer (o un promedio o una mediana de otros
sujetos), f es la concentracién fraccional de ADN extracelular procedente del primer tejido y NC es un numero de
copias analizado. NC es un ejemplo de factor de escala correspondiente a un tipo de anomalia (delecién o duplicacién).
Se puede utilizar un valor de corte para un NC de 1 para comprobar inicialmente todas las amplificaciones y, a
continuacién, se pueden utilizar otros puntos de corte para determinar el grado de amplificacién. El valor de corte
puede basarse en una concentracién fraccional de ADN extracelular procedente del primer tejido para determinar el
nivel esperado de metilacién de un locus, p. €j., si no hay aberracidén del nimero de copias.

En el bloque 1350, se determina una clasificacién de una anomalia para la primera regién cromosémica basandose
en la comparacién. Una diferencia estadisticamente significativa en los niveles puede indicar un mayor riesgo de que
el feto presente una anomalia cromosémica. En diversas realizaciones, la anomalia cromosémica puede ser la trisomia
21, trisomia 18, trisomia 13, el sindrome de Turner o el sindrome de Klinefelter. Otros ejemplos son una delecién
subcromosémica, duplicacién subcromosémica o el sindrome de DiGeorge.

V. DETERMINACION DE MARCADORES

Como se ha indicado anteriormente, ciertas partes del genoma fetal se metilan de forma diferente al genoma materno.
Estas diferencias pueden ser comunes en todas las gestaciones. Las regiones de metilacién diferente pueden utilizarse
para identificar fragmentos de ADN procedentes del feto.

A. Método para determinar los DMR a partir de tejido placentario y tejido materno

La placenta tiene distintivos de metilacién especificos de cada tejido. Se han desarrollado marcadores de metilacién
del ADN especificos del feto para la deteccién en plasma materno y para aplicaciones no invasivas de diagnéstico
prenatal basadas en locus que estan metilados de forma diferencial entre los tejidos placentarios y los glébulos
sanguineos maternos (S. S. C. Chim et al. 2008 Clin Chem; 54: 500-511; E. A. Papageorgiou et al., 2009 Am J Pathol,
174: 1609-1618; y T. Chu et al. 2011 PLoS One; 6: el4723). Se proporcionan realizaciones para la extraccién de tales
regiones metiladas diferencialmente (DMR) sobre una base de todo el genoma.

La FIG. 14 es un diagrama de flujo de un método 1400 para identificar marcadores de metilacién comparando un perfil
de metilacién placentario con un perfil de metilacidén materno (p. €j., determinado a partir de glébulos sanguineos) de
acuerdo con realizaciones de la presente invencion. EI método 1400 también puede utilizarse para determinar
marcadores de un tumor comparando un perfil de metilacién tumoral con un perfil de metilacién correspondiente a
tejido sano.

En el bloque 1410, se obtiene un metiloma placentario y un metiloma sanguineo. El metiloma placentario puede
determinarse a partir de una muestra de placenta, p. ej., MVC o una placenta a término. Debe entenderse que el
metiloma puede incluir densidades de metilacién de solo una parte de un genoma.

En el bloque 1420, se identifica una regién que incluye un nimero determinado de sitios (p. €j., 5 sitios CpG) y para la
que se ha obtenido un numero suficiente de lecturas. En una realizacién, la identificacién comenzé6 desde un extremo
de cada cromosoma para localizar la primera regién de 500 pb que contuviera al menos cinco sitios CpG cualificados.
Un sitio CpG puede considerarse cualificado si est4 cubierto por al menos cinco lecturas de secuencia.

En el bloque 1430, se calcula un indice de metilacién placentaria y un indice de metilacién sanguinea para cada sitio.
Por ejemplo, el indice de metilacién se calculé individualmente para todos los sitios CpG cualificados dentro de cada
regién de 500 pb.

En el bloque 1440, se compararon los indices de metilaciéon entre los glébulos sanguineos maternos y la muestra de
placenta para determinar si los conjuntos de indices eran diferentes entre si. Por ejemplo, se compararon los indices
de metilacidn entre las células de la sangre materna y la MVC o la placenta a término utilizando, por ejemplo, la prueba
de Mann-Whitney. Un valor de P de, por ejemplo, 0,01 se considerd estadisticamente significativamente diferente,
aunque pueden utilizarse otros valores, donde un nUmero menor reduciria las regiones de falsos positivos.
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En una realizacién, si el nimero de sitios CpG calificados era inferior a cinco o la prueba de Mann-Whitney no era
significativa, la regién de 500 pb desplazada 100 pb en direccién 3'. La regién siguié desplazdndose en direccién 3'
hasta que la prueba de Mann-Whitney se hizo significativa para una regién de 500 pb. A continuacién, se consideraria
la siguiente regién de 500 pb. Si la siguiente region presentaba significacion estadistica mediante la prueba de Mann-
Whitney, se afiadia a la regién actual siempre que la regién contigua combinada no superara los 1000 pb.

En el bloque 1450, las regiones adyacentes que eran significativamente diferentes desde el punto de vista estadistico
(p. ej., mediante la prueba de Mann-Whitney) pueden fusionarse. Obsérvese la diferencia es entre los indices de
metilacién de las dos muestras. En una realizacidn, si las regiones adyacentes se encuentran a una distancia
determinada (p. ej., 1000 pb) entre si y si muestran un perfil de metilacién similar, se fusionaran. En una
implementacién, la similitud del perfil de metilacién entre regiones adyacentes puede definirse utilizando cualquiera de
las siguientes condiciones: (1) que muestre la misma tendencia en el tejido placentario con referencia a los glébulos
sanguineos maternos, p. €., ambas regiones estaban més metiladas en los tejidos placentarios que en los glébulos
sanguineos; (2) que tenga diferencias en las densidades de metilacién inferiores al 10 % para las regiones adyacentes
en el tejido placentario; y (3) que tenga diferencias en las densidades de metilacién inferiores al 10 % para las regiones
adyacentes en los glébulos sanguineos maternos.

En el bloque 1460, se calcularon las densidades de metilacién del metiloma sanguineo del ADN de los glébulos
sanguineos maternos y de la muestra placentaria (p. ej., MVC o tejido placentario a término) en las regiones. Las
densidades de metilacién pueden determinarse como se describe en el presente documento.

En el bloque 1470, se determinan los DMR putativos en los que la densidad total de metilacién placentaria y la densidad
total de metilacién sanguinea para todos los sitios de la regién son estadisticamente significativamente diferentes. En
una realizacion, todos los sitios CpG calificados dentro de una regién fusionada se someten a una prueba x2. La prueba
X2 evalué si el nimero de citosinas metiladas como proporcion de las citosinas metiladas y no metiladas entre todos
los sitios CpG calificados dentro de la regién fusionada era estadisticamente significativamente diferente entre los
glébulos sanguineos maternos y el tejido placentario. En una implementacion, para la prueba x?, un varlor de P <0,01
puede considerarse estadisticamente significativamente diferente. Los segmentos fusionados que mostraron
significacién mediante la prueba x? se consideraron DMR putativos.

En el bloque 1480, se identificaron los locus en los que las densidades de metilacion del ADN de los glébulos
sanguineos maternos estaban por encima de un umbral alto o por debajo de un umbral bajo. En una realizacién, se
identificaron locus en los que las densidades de metilacion del ADN de los glébulos sanguineos maternos eran <20 %
0 280 %. En otras realizaciones, pueden utilizarse humores corporales distintos de la sangre materna, incluidos, pero
sin limitarse a la saliva, liquido de lavado uterino o cervical del tracto genital femenino, lagrimas, sudor, saliva y orina.

Una clave para el éxito del desarrollo de marcadores de metilacién del ADN que sean especificos del feto en el plasma
materno puede ser que el estado de metilacién de los glébulos sanguineos maternos sea lo méas altamente metilado
o lo menos metilado posible. Esto puede reducir (p. ej., minimizar) la posibilidad de que las moléculas de ADN materno
interfieran con el analisis de las moléculas de ADN fetal derivadas de la placenta que muestran un perfil de metilacién
opuesto. Por tanto, en una realizacién, los DMR candidatos se seleccionaron mediante filtrado adicional. Los locus
hipometilados candidatos eran aquellos que mostraban densidades de metilacién <20 % en los gldbulos sanguineos
maternos y con densidades de metilacion de al menos un 20 % superiores en los tejidos placentarios. Los locus
hipermetilados candidatos eran aquellos que mostraban densidades de metilacién =80 % en los gldbulos sanguineos
maternos y con densidades de metilacién inferiores en al menos un 20 % en los tejidos placentarios. Pueden utilizarse
otros porcentajes.

En el bloque 1490, a continuacién, se identificaron DMR entre el subconjunto de locus en los que las densidades de
metilacién placentaria son significativamente diferentes de las densidades de metilacién sanguinea comparando la
diferencia con un umbral. En una realizacion, el umbral es del 20 %, por lo que las densidades de metilacién diferian
en al menos un 20 % de las densidades de metilacién de los glébulos sanguineos maternos. En consecuencia, se
puede calcular una diferencia entre las densidades de metilacién placentaria y las densidades de metilacién sanguinea
en cada locus identificado. La diferencia puede ser una simple resta. En otras realizaciones, se pueden utilizar factores
de escala y otras funciones para determinar la diferencia (p. €j., la diferencia puede ser el resultado de una funcién
aplicada a la resta simple).

En una implementacién, mediante este método, se identificaron 11.729 locus hipermetilados y 239.747 hipometilados
a partir de la muestra de placenta del primer trimestre. Los 100 principales locus hipermetilados se enumeran en la
tabla S2A del anexo. Los 100 principales locus hipometilados se enumeran en la tabla S2B del anexo. En las tablas
S2A y S2B se enumeran el cromosoma, la ubicacién inicial y final, el tamafio de la regién, la densidad de metilacién
en la sangre materna, la densidad de metilacién en la muestra de placenta, los valores de P (que son todos muy
pequefios) y la diferencia de metilacién. Las ubicaciones corresponden al genoma de referencia hgl8, que puede
encontrarse en hgdownload.soe.ucsc.edu/goldenPath/hg 18/chromosomes.

Se identificaron 11.920 locus hipermetilados y 204.768 hipometilados a partir de la muestra de placenta del tercer
trimestre. Los 100 principales locus hipermetilados para el 3.°" trimestre se enumeran en la tabla S2C, y los 100
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principales locus hipometilados se enumeran en la tabla S2D. Para validar nuestra lista de candidatos del primer
trimestre, se utilizaron treinta y tres locus cuya metilacién diferencial entre los glébulos sanguineos maternos y los
tejidos placentarios del primer trimestre se habia descrito anteriormente. El 79 % de los 33 locus se identificaron como
DMR mediante nuestro algoritmo.

FIG. 15A es una tabla 1500 que muestra un rendimiento del algoritmo de identificacion de DMR utilizando datos del
primer trimestre con referencia a 33 marcadores del primer trimestre previamente reportados. En la tabla, "a" indica
que los locus 1 a 15 se describieron previamente en (R. W. K. Chiu et al. 2007 Am J Pathol, 170:941-950y S. S. C.
Chim et al. 2008 Clin Chem; 54:500-511); los locus 16 a 23 se describieron previamente en (K. C. Yuen, tesis 2007,
Universidad China de Hong Kong, Hong Kong); y los locus 24 a 33 se describieron previamente en (E. A. Papageorgiou
et al. 2009 Am J Pathol, 174:1609-1618). "b" indica que estos datos proceden de las publicaciones mencionadas, "c"
indica que las densidades de metilacién de los glébulos sanguineos maternos y de la muestra de vellosidades
coridnicas y sus diferencias se observaron a partir de los datos de secuenciacién generados en el presente estudio,
pero basandose en las coordenadas gendmicas proporcionadas por los estudios originales, "d" indica que los datos
sobre los locus identificados utilizando las realizaciones del método 1400 sobre los datos de secuenciacidn con bisulfito
sin tomar como referencia las publicaciones citadas anteriormente de Chiu et al. (2007), Chim et al., (2008), Yuen
(2007) y Papageorgiou et al., (2009). El alcance de los locus incluia las regiones genémicas de las que se habia
informado anteriormente, pero en general abarcaba regiones méas extensas, "e" indica que un DMR candidato se
clasificé como verdadero positivo (VP) o falso negativo (FN) en funcién del requisito de observar una diferencia >0,20
entre las densidades de metilacién de las coordenadas genémicas correspondientes de los DMR en los glébulos
sanguineos maternos y la muestra de vellosidades coriénicas.

La FIG. 15B es una tabla 1550 que muestra un rendimiento del algoritmo de identificacién de DMR utilizando datos
del tercer trimestre y comparandolos con la muestra de placenta obtenida en el parto, "a" indica que se utilizé la misma
lista de 33 locus que la descrita en la FIG. 17A, "b" indica que, dado que los 33 locus se identificaron previamente a
partir de muestras de la primera etapa de la gestacion, podrian no ser aplicables a los datos del tercer trimestre. Por
consiguiente, se revisaron los datos de secuenciacion con bisulfito generados en el presente estudio sobre el tejido
de placenta a término a partir de las coordenadas genémicas proporcionadas por los estudios originales. Se utilizé
una diferencia >0,20 en las densidades de metilacién entre el tejido de la célula sanguinea materna y el de la placenta
a término para determinar si los locus eran realmente verdaderos DMR en el tercer trimestre, "¢" indica que los datos
sobre los locus se identificaron utilizando el método 1400 sobre los datos de secuenciacidén con bisulfito sin tomar
como referencia las publicaciones citadas anteriormente de Chiu et al., (2007), Chim et al., (2008), Yuen (2007) y
Papageorgiou et al., (2009). El alcance de los locus incluia las regiones gendémicas de las que se habia informado
anteriormente, pero en general abarcaba regiones mas extensas, "d" indica que los DMR candidatos que contenian
locus calificados como metilados diferencialmente en el tercer trimestre se clasificaron como verdaderos positivos (VP)
o falsos negativos (FN) basandose en el requisito de observar una diferencia >0,20 entre las densidades de metilacién
de las coordenadas gendmicas correspondientes de los DMR en glébulos sanguineos maternos y tejido placentario a
término. Para los locus que no se calificaron como metilados diferencialmente en el tercer trimestre, su ausencia en la
lista de DMR o la presencia de un DMR que contuviera los locus, pero mostrara una diferencia de metilaciéon <0,20 se
consideraron DMR verdaderos negativos (VN).

B. DMR a partir de los datos de secuenciacién del plasma materno

Deberia ser posible identificar los DMR de tejido placentario directamente a partir de los datos de secuenciacién con
bisulfito del ADN del plasma materno, siempre que la concentracidén fraccional de ADN fetal de la muestra fuera
también conocida. Es posible porque la placenta es la fuente predominante de ADN fetal en el plasma materno (S. S.
C. Chim et al. 2005 Proc Natl Acad Sci EE.UU. 102, 14753-14758) y demostramos en este estudio que el estado de
metilacién del ADN especifico del feto en el plasma materno se correlacionaba con el metiloma placentario.

Por lo tanto, los aspectos del método 1400 pueden implementarse utilizando un metiloma plasmatico para determinar
un metiloma placentario deducido en lugar de utilizar una muestra placentaria. Por tanto, el método 1000 y el método
1400 pueden combinarse para determinar los DMR. El método 1000 puede utilizarse para determinar los valores
previstos para el perfil de metilaciéon de la placenta y utilizarlos en el método 1400. Para este anélisis, el ejemplo
también se centra en los locus que estaban <20 % o 280 % metilados en los glébulos sanguineos maternos.

En una implementaciédn, para deducir los locus que estaban hipermetilados en los tejidos placentarios con respecto a
los glébulos sanguineos maternos, clasificamos los locus que mostraban <20 % de metilacién en los glébulos
sanguineos maternos, y 260 % de metilacién de acuerdo con el valor predicho con una diferencia de al menos el 50 %
entre la densidad de metilacion de los glébulos sanguineos y el valor predicho. Para deducir los locus que estaban
hipometilados en los tejidos placentarios con respecto a los glébulos sanguineos maternos, seleccionamos los locus
que mostraban 280 % de metilacion en los gldbulos sanguineos maternos, y <40 % de metilacién de acuerdo con el
valor predicho con una diferencia de al menos el 50 % entre la densidad de metilacién de los glébulos sanguineos y
el valor predicho.

La FIG. 16 es una tabla 1600 que muestra los nimeros de locus predichos a ser hipermetilados o hipometilados
basados en el analisis directo de los datos de secuenciacién de plasma materno tratado con bisulfito. "n. a." significa
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no aplicable, "a" indica que la busqueda de locus hipermetilados se inicié a partir de la lista de locus que mostraban
densidades de metilacién <20 % en los glébulos sanguineos maternos, "b" indica que la busqueda de locus
hipometilados se inicid a partir de la lista de locus que mostraban densidades de metilacién >80 % en los glébulos
sanguineos maternos, "c" indica que los datos de secuenciacidén con bisulfito de la muestra de vellosidades coridnicas
se utilizaron para verificar los datos de plasma materno del primer trimestre, y el tejido de placenta a término se utilizé
para verificar los datos de plasma materno del tercer trimestre.

Como se muestra en la Tabla 1600, la mayoria de los locus deducidos de forma no invasiva mostraban el patrén de
metilacién esperado en los tejidos y coincidian con los DMR extraidos de los datos tisulares y presentados en la
seccidn anterior. El apéndice enumera los DMR identificados a partir del plasma. La Tabla S3A enumera los 100 locus
més hipermetilados deducidos a partir de los datos de secuenciacién del plasma materno del primer trimestre con
bisulfito. La Tabla S3B enumera los 100 locus mas hipometilados deducidos a partir de los datos de secuenciacién del
plasma materno del primer trimestre con bisulfito. La Tabla S3C enumera los 100 locus més hipermetilados deducidos
de los datos de secuenciacion con bisulfito del plasma materno del tercer trimestre. La Tabla S3D enumera los 100
locus mas hipometilados deducidos de los datos de secuenciacién con bisulfito del plasma materno del tercer trimestre.

C. Variacién gestacional en los metilomas placentarios y fetales

La proporcién global de CpG metilados en la MVC fue del 55 %, mientras que en la placenta a término fue del 59 %
(Tabla 100 de la FIG. 1). Se identificaron mas DMR hipometilados en la MVC que en la placenta a término, mientras
que el nimero de DMR hipermetilados fue similar en ambos tejidos. Por tanto, era evidente que la MVC estaba mas
hipometilada que la placenta a término. Esta tendencia gestacional también se observé en los datos del plasma
materno. La proporcién de CpG metilados entre las lecturas especificas del feto fue del 47,0 % en el plasma materno
del primer trimestre, pero del 53,3 % en el plasma materno del tercer trimestre. El niUmero de locus hipermetilados
validados fue similar en las muestras de plasma materno del primer (1457 locus) y tercer trimestre (1279 locus), pero
hubo sustancialmente mas locus hipometilados en las muestras del primer trimestre (21.812 locus) que en las del
tercer trimestre (12.677 locus) (tabla 1600 de la FIG. 186).

D. Uso de marcadores

Los marcadores diferencialmente metilados, o DMR, son Utiles en varios aspectos. La presencia de estos marcadores
en el plasma materno indica y confirma la presencia de ADN fetal o placentario. Esta confirmacién puede utilizarse
como control de calidad de las pruebas prenatales no invasivas. Los DMR pueden servir como marcadores genéricos
del ADN fetal en el plasma materno y presentan ventajas frente a los marcadores que se basan en diferencias
genotipicas entre la madre y el feto, tales como los marcadores basados en polimorfismos o los basados en el
cromosoma Y. Los DMR son marcadores fetales genéricos Utiles para todas las gestaciones. Los marcadores basados
en polimorfismos solo son aplicables al subconjunto de gestaciones en las que el feto ha heredado el marcador de su
padre y en las que la madre no posee este marcador en su genoma. Adicionalmente, se podria medir la concentracién
de ADN fetal en una muestra de plasma materno cuantificando las moléculas de ADN procedentes de esos DMR.
Conociendo el perfil de DMR esperado para gestaciones normales, las complicaciones asociadas a la gestacién, en
particular las que implican cambios en el tejido placentario, se podrian detectar observando una desviacién en el perfil
de DMR o de metilacion del plasma materno con respecto al esperado para gestaciones normales. Las complicaciones
asociadas a la gestacién que implican cambios en el tejido placentario incluyen, entre otras, las aneuploidias
cromosémicas fetales. Algunos ejemplos son la trisomia 21, preeclampsia, retraso del crecimiento intrauterino y parto
prematuro.

E. Kits con marcadores

Las realizaciones pueden proporcionar composiciones y kits para poner en préactica los métodos descritos en el
presente documento y otros métodos aplicables. Los kits pueden utilizarse para realizar ensayos de anélisis del ADN
fetal, p. ej., ADN fetal extracelular en el plasma materno. En una realizacién, un kit puede incluir al menos un
oligonucleétido Util para la hibridacién especifica con uno o més locus identificados en el presente documento. Un kit
también puede incluir al menos un oligonucleétido util para la hibridacién especifica con uno o més locus de referencia.
En una realizacién, se miden los marcadores de hipermetilaciéon placentaria. El locus de prueba puede ser el ADN
metilado del plasma materno y el locus de referencia puede ser el ADN metilado del plasma materno. Se podria
componer un kit similar para analizar el ADN tumoral en plasma.

En algunos casos, los kits pueden incluir al menos dos cebadores oligonucleotidicos que pueden utilizarse en la
amplificacién de al menos una seccién de un locus diana (p. €j., un locus del apéndice) y un locus de referencia. En
lugar o ademas de los cebadores, un kit puede incluir sondas marcadas para detectar un fragmento de ADN
correspondiente a un locus diana y a un locus de referencia. En diversas realizaciones, uno 0 més oligonucleétidos
del kit corresponden a un locus de las tablas del apéndice. Habitualmente, los kits también proporcionan manuales de
instrucciones para guiar a los usuarios en el analisis de las muestras de prueba y la evaluacién del estado de la
fisiologia o patologia en un sujeto de prueba.

En diversas realizaciones, se proporciona un kit para analizar el ADN fetal en una muestra biol6gica que contiene una
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mezcla de ADN fetal y ADN de una mujer gestante de un feto. El kit puede comprender uno o mas oligonucledtidos
para hibridar especificamente con al menos una seccién de una regiéon genémica enumerada en las tablas S2A, S2B,
S2C, S2D, S3A, S3B, S3C y S3D. Por tanto, se puede utilizar cualquier nimero de oligonucleétidos de todas las tablas
o solo de una tabla. Los oligonucleétidos pueden actuar como cebadores, y pueden organizarse como pares de
cebadores, donde un par corresponde a una regién concreta de las tablas.

VI. RELACION ENTRE EL TAMANO Y LA DENSIDAD DE METILACION

Se sabe que las moléculas de ADN plasmético existen en circulacién en forma de moléculas cortas, siendo la mayoria
de las moléculas de aproximadamente 160 pb de longitud (YMD Lo et al. 2010 Sci Trans/ Med; 2: 61ra91, Y. W. Zheng
et al. 2012 Clin Chem; 58: 549-558). De manera interesante, nuestros datos revelaron una relacién entre el estado de
metilacién y el tamafio de las moléculas de ADN plasmatico. Por tanto, la longitud del fragmento de ADN plasmético
esta vinculada al nivel de metilacién del ADN. Los perfiles de tamafio caracteristico de las moléculas de ADN
plasmético indican que la mayoria estan asociadas a mononucleosomas, posiblemente derivados de la degradacién
enzimatica durante la apoptosis.

El ADN circulante est4 fragmentado por naturaleza. En concreto, el ADN fetal circulante es mas corto que el ADN
derivado de la madre en muestras de plasma materno (K. C. A. Chan et al. 2004 Clin Chem; 50: 88-92). La alineacién
de ambos extremos permite analizar el tamafio del ADN tratado con bisulfito, se podria evaluar directamente si existe
alguna correlacion entre el tamafio de las moléculas de ADN plasmatico y sus respectivos niveles de metilacién. Esto
se estudié en el plasma materno y en una muestra de plasma de control de una mujer adulta no gestante.

Para analizar cada muestra de este estudio se utilizé la secuenciacién de ambos extremos (que incluye la
secuenciacién de una molécula completa) de ambos extremos de cada molécula de ADN. Alineando el par de
secuencias finales de cada molécula de ADN con el genoma humano de referencia y anotando las coordenadas
gendmicas de los extremos de las lecturas secuenciadas, se pueden determinar las longitudes de las moléculas de
ADN secuenciadas. Las moléculas de ADN plasmatico se fragmentan de forma natural en pequefias moléculas y las
bibliotecas de secuenciacién del ADN plasmatico se preparan normalmente sin ninguna etapa de fragmentacion. Por
consiguiente, las longitudes deducidas por la secuenciacion representaban los tamafios de las moléculas de ADN
plasméticas originales.

En un estudio anterior, determinamos los perfiles de tamafio de las moléculas de ADN fetal y materno en el plasma
materno (Y. M. D. Lo et al. 2010 Sci Transl Med, 2. 61ra91). Demostramos que las moléculas de ADN plasmético
tenian tamafios parecidos a los mononucleosomas y que las moléculas de ADN fetal eran més cortas que las
maternas. En este estudio, hemos determinado la relacién del estado de metilacion de las moléculas de ADN
plasmético con su tamafio.

A. Resultados

La FIG. 17A es un grafico 1700 que muestra la distribucién de tamafios del plasma materno, plasma de control de
mujeres no gestantes, ADN placentario y de sangre periférica. Para la muestra materna y el plasma de control de
mujer no gestante, las dos muestras de plasma tratadas con bisulfito mostraron la misma distribucién de tamafios
caracteristica de la que se habia informado anteriormente (Y. M. D. Lo et al. 2010 Sci Trans! Med, 2: 61ra91) con las
secuencias totales mas abundantes de 166-167 pb de longitud y una periodicidad de 10 pb de las moléculas de ADN
inferiores a 143 pb.

La FIG. 17B es un grafico 1750 de la distribucién de tamafios y el perfil de metilacién del plasma materno, plasma de
control de mujer adulta, tejido placentario y sangre de control de mujer adulta. Para moléculas de ADN del mismo
tamafio y que contengan al menos un sitio CpG, se calculé su densidad de metilacién media. A continuacién, trazamos
la relacién entre los tamafios de las moléculas de ADN y sus densidades de metilacion. Especificamente, se determiné
la densidad media de metilacién para cada longitud de fragmento, desde 50 pb hasta 180 pb, para las lecturas
secuenciadas que cubrian al menos 1 sitio CpG. De manera interesante, la densidad de metilacion aumenté con el
tamafio del ADN plasmatico y alcanzé un maximo en torno a 166-167 pb. Este patrén, sin embargo, no se observé en
las muestras de ADN de la placenta y de la sangre de control, que se fragmentaron mediante un sistema ultrasénico.

La FIG. 18 muestra graficas de las densidades de metilacién y el tamafio de las moléculas de ADN plasmético. La
FIG. 18A es un grafico 1800 para el plasma materno del primer trimestre. La FIG. 18B es un gréafico 1850 para el
plasma materno del tercer trimestre. Los datos de todas las lecturas secuenciadas que cubrian al menos un sitio CpG
estan representados por la curva azul 1805. Los datos de las lecturas que también contenian un alelo SNP especifico
del feto estén representados por la curva roja 1810. Los datos de las lecturas que también contenian un alelo SNP
especifico de la madre estan representados por la curva verde 1815.

Se considerd que las lecturas que contenian un alelo SNP especifico del feto procedian de moléculas de ADN fetal.
Se considerd que las lecturas que contenian un alelo SNP especifico de la madre procedian de moléculas de ADN
materno. En general, las moléculas de ADN con alta densidad de metilacién eran mas largas. Esta tendencia se
observé tanto en las moléculas de ADN fetal como en las de ADN materno en el primer y el tercer trimestre. Los
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tamafios globales de las moléculas de ADN fetal eran més cortos que los de las moléculas maternas, como se habia
sefialado anteriormente.

La FIG. 19A muestra un grafico 1900 de las densidades de metilacién y los tamafios de las lecturas secuenciadas
para una mujer adulta no gestante. La muestra de ADN plasmatico de la mujer adulta no gestante también mostré la
misma relacién entre los tamafios y el estado de metilacién de las moléculas de ADN. Por otra parte, las muestras de
ADN genémico se fragmentaron mediante una etapa de ultrasonidos antes del analisis MPS. Como se muestra en la
grafica 1900, los datos de las muestras de glébulos sanguineos y tejido placentario no revelaron la misma tendencia.
Dado que la fragmentacién de las células es artificial, uno esperaria que no hubiera relacién de tamafio y densidad.
Dado que las moléculas de ADN fragmentadas de forma natural en el plasma si muestran una dependencia del
tamafio, cabe suponer que las menores densidades de metilacién hacen més probable que las moléculas se rompan
en fragmentos més pequefios.

La FIG. 19B es un gréafico 1950 que muestra la distribucién del tamafio y el perfil de metilacién de las moléculas de
ADN especificas del feto y especificas de la madre en el plasma materno. Las moléculas de ADN plasméatico
especificas del feto y de la madre también mostraron la misma correlacién entre el tamafio del fragmento y el nivel de
metilacién. Tanto la longitud del fragmento de ADN extracelular derivado de la placenta como el ADN extracelular
circulante materno aumentaron con el nivel de metilacién. Asimismo, la distribucién de su estado de metilacién no se
solapaba entre si, lo que indica que el fendmeno existe independientemente de la longitud del fragmento original de
las fuentes de moléculas de ADN circulantes.

B. Método

En consecuencia, se puede utilizar una distribuciéon de tamafios para estimar el porcentaje total de metilacién de una
muestra de plasma. Esta medicién de la metilacién puede seguirse durante la gestacién, durante el seguimiento del
cancer o durante el tratamiento mediante la medicién en serie de las distribuciones de tamafio del ADN plasmético de
acuerdo con la relacién mostrada en las FIGS. 18A y 18B. La medicién de la metilacién también puede utilizarse para
buscar una mayor o menor liberacion de ADN de un érgano o un tejido de interés. Por ejemplo, se pueden buscar
especificamente distintivos de metilacién del ADN propias de un érgano concreto (p. €j., el higado) y medir las
concentraciones de estas distintivos en el plasma. Como el ADN se libera en el plasma cuando las células mueren,
un aumento de los niveles podria significar un aumento de la muerte celular o de los dafios en ese 6rgano o tejido
concreto. Una disminucién del nivel de un 6rgano concreto puede significar que el tratamiento para contrarrestar dafios
0 procesos patoldgicos en ese 6rgano esté bajo control.

La FIG. 20 es un diagrama de flujo de un método 2000 para estimar un nivel de metilacién del ADN en una muestra
biolégica de un organismo de acuerdo con realizaciones de la presente invencién. El nivel de metilacién puede
estimarse para una regién concreta de un genoma o para todo el genoma. Si se desea una regién especifica, entonces
solo podran utilizarse fragmentos de ADN de esa regién especifica.

En el bloque 2010, se miden las cantidades de fragmentos de ADN correspondientes a distintos tamafios. Para cada
tamafio de una pluralidad de tamafios, puede medirse una cantidad de una pluralidad de fragmentos de ADN de la
muestra biol6égica correspondiente al tamafio. A modo de ejemplo, puede medirse el nimero de fragmentos de ADN
con una longitud de 140 bases. Las cantidades pueden guardarse como un histograma. En una realizacién, se mide
el tamafio de cada uno de la pluralidad de acidos nucleicos de la muestra biolégica, que puede hacerse de forma
individual (p. ej., mediante la secuenciacién de una molécula entera o solo de sus extremos) o en grupo (p. €j,
mediante electroforesis). Los tamafios pueden corresponder a un intervalo. Por tanto, una cantidad puede ser para
fragmentos de ADN que tengan un tamafio dentro de un intervalo determinado. Cuando se realiza la secuenciacién
de ambos extremos, los fragmentos de ADN (determinados por las lecturas de secuencias emparejadas) asignados
(alineados) a una regién concreta pueden utilizarse para determinar el nivel de metilacién de la regién.

En el bloque 2020, se calcula un primer valor de un primer pardmetro basandose en las cantidades de fragmentos de
ADN de multiples tamafios. En un aspecto, el primer parametro proporciona una medida estadistica de un perfil de
tamafio (p. ej., un histograma) de fragmentos de ADN en la muestra biolégica. El parametro puede denominarse
parametro de tamafio, ya que se determina a partir de los tamafios de la pluralidad de fragmentos de ADN.

El primer pardmetro puede ser de varias formas. Un pardmetro es el porcentaje de fragmentos de ADN de un
determinado tamafio o intervalo de tamafios en relacién con todos los fragmentos de ADN o en relacién con fragmentos
de ADN de otro tamafio o intervalo. Dicho parametro es un nimero de fragmentos de ADN de un tamafio determinado
dividido entre el nimero total de fragmentos, que puede obtenerse a partir de un histograma (cualquier estructura de
datos que proporcione nimeros absolutos o relativos de fragmentos de determinados tamafios). Como otro ejemplo,
un parametro podria ser un nimero de fragmentos de un tamafio concreto o dentro de un intervalo concreto dividido
entre un nimero de fragmentos de otro tamafio o intervalo. La divisién puede actuar como una normalizacién para
tener en cuenta un numero diferente de fragmentos de ADN que se analizan para diferentes muestras. Se puede
realizar una normalizacién analizando el mismo nimero de fragmentos de ADN para cada muestra, que proporciona
de manera eficaz el mismo resultado que dividir entre el nimero total de fragmentos analizados. En la solicitud de
patente de EE. UU. n.° 13/789.553 se pueden encontrar ejemplos adicionales de parametros y sobre el analisis del
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tamafio.

En el bloque 2030, el primer valor de tamafio se compara con un valor de tamafio de referencia. El valor del tamafio
de referencia puede calcularse a partir de fragmentos de ADN de una muestra de referencia. Para determinar los
valores del tamafio de referencia, el perfil de metilacién puede calcularse y cuantificarse para una muestra de
referencia, asi como un valor del primer parametro de tamafio. Por tanto, cuando el primer valor de tamafio se compara
con el valor de tamafio de referencia, se puede determinar un nivel de metilacién.

En el bloque 2040, el nivel de metilacién se estima a partir de la comparacién. En una realizacion, se puede determinar
si el primer valor del primer pardmetro esta por encima o por debajo del valor del tamafio de referencia, y determinar
asi si el nivel de metilacién de la muestra instantdnea esta por encima o por debajo del nivel de metilacién respecto al
valor del tamafio de referencia. En otra realizacién, la comparacién se realiza introduciendo el primer valor en una
funcién de calibracién. La funcién de calibracién puede comparar eficazmente el primer valor con los valores de
calibracién (un conjunto de valores de tamafio de referencia) identificando el punto de una curva correspondiente al
primer valor. El nivel de metilacién estimado se proporciona entonces como valor de salida de la funcién de calibracién.

En consecuencia, se puede calibrar un parametro de tamafio a un nivel de metilacién. Por ejemplo, se puede medir
un nivel de metilacién y asociarlo a un parametro de tamafio concreto para esa muestra. A continuacién, los puntos
de datos de varias muestras pueden ajustarse a una funcién de calibracién. En una implementacién, se pueden utilizar
diferentes funciones de calibracién para diferentes subconjuntos de ADN. Por tanto, puede haber alglin tipo de
calibracién basada en conocimientos previos sobre la relacién entre metilacién y tamafio para un subconjunto concreto
de ADN. Por ejemplo, la calibracién del ADN fetal y materno podria ser diferente.

Como se ha mostrado anteriormente, la placenta estd mas hipometilada que la sangre materna, por lo que el ADN
fetal es mas pequefio debido a la menor metilacién. En consecuencia, se puede utilizar un tamafio medio de los
fragmentos de una muestra (u otro valor estadistico) para estimar la densidad de metilacién. Como los tamafios de los
fragmentos pueden medirse mediante secuenciacién de ambos extremos, en lugar de la secuenciacién consciente de
la metilacién, potencialmente méas compleja desde el punto de vista técnico, este enfoque seria potencialmente
rentable si se utilizara clinicamente. Este enfoque puede utilizarse para controlar los cambios de metilacién asociados
al progreso de la gestacidn o a trastornos asociados a la gestacidn, como la preeclampsia, parto prematuro y trastornos
fetales (como los provocados por anomalias cromosdmicas o genéticas o retraso del crecimiento intrauterino).

En otra realizacién, este enfoque puede utilizarse para detectar y controlar el cancer. Por ejemplo, con el éxito del
tratamiento del céncer, el perfil de metilacién en plasma u otro fluido corporal medido mediante este enfoque basado
en el tamafio cambiaria hacia el de individuos sanos sin cancer. Por el contrario, en caso de que el cancer progrese,
entonces el perfil de metilaciéon en plasma u otro fluido corporal divergiria del de individuos sanos sin cancer.

Resumiendo, las moléculas hipometiladas eran mas cortas que las hipermetiladas en plasma. Se observé la misma
tendencia en las moléculas de ADN fetal y materno. Como se sabe que la metilacién del ADN influye en el
empaquetamiento de los nucleosomas, nuestros datos indican que quizas las moléculas de ADN hipometilado estaban
menos densamente empaquetadas con histonas y, por tanto, eran mas susceptibles a la degradacién enzimatica. Por
otra parte, los datos presentados en las FIGS. 18A y 18B también mostraron que a pesar de que el ADN fetal estaba
mucho mas hipometilado que las lecturas maternas, la distribuciéon de tamafios del ADN fetal y materno no se separa
completamente. En la FIG. 19B, se puede ver que incluso para la misma categoria de tamafio, el nivel de metilacién
de las lecturas especificas del feto y de la madre difieren entre si. Esta observacién indica que el estado hipometilado
del ADN fetal no es el Unico factor que explica su relativa escasez con respecto al ADN materno.

VII. ESTADO DE SELLADO DE LOS LOCUS GENICOS

Se pueden detectar moléculas de ADN derivadas del feto que comparten el mismo genotipo, pero con distintivos
epigenéticos diferentes a las de la madre en el plasma materno (L. L. M. Poon et al. 2002 Clin Chem; 48: 35-41).
Demostrar que el método de secuenciacion es sensible para detectar moléculas de ADN fetal en el plasma materno,
aplicamos la misma estrategia para detectar los alelos fetales sellados en muestras de plasma materno. Se
identificaron dos regiones gendémicas selladas: H19 (cr. 11: 1.977.419-1.977.821, NCBI Build36/hgl8) y MEST (cr. 7:
129.917.976-129.920.347, NCBI Build36/hgl8). Ambos contienen SNP informativos para la diferenciaciéon entre las
secuencias materna y fetal. Para HI 9, un gen de expresién materna, la madre era homocigoética (A/A) y el feto
heterocigdtico (A/C) para el SNP rs2071094 (cr. 11: 1.977.740) en la regiéon. Uno de los alelos A maternos estaba
totalmente metilado y el otro no lo estaba. En la placenta, sin embargo, el alelo A no estaba metilado, mientras que el
alelo C heredado del padre estaba totalmente metilado. Detectamos dos lecturas metiladas con el genotipo C,
correspondientes a los alelos paternos sellados derivados de la placenta, en el plasma materno.

MEST, también conocido como PEG1, es un gen de expresion paterna. Tanto la madre como el feto eran
heterocigdticos (A/G) para el SNP rs2301335 (cr. 7: 129.920.062) dentro del locus sellado. El alelo G estaba metilado,
mientras que el alelo A no estaba metilado en la sangre materna. El patron de metilacion se invirtié en la placenta, con
el alelo A materno metilado y el alelo G paterno sin metilar. Tres alelos G no metilados, que se derivaban
paternalmente, eran detectables en el plasma materno. Por el contrario, VAV1, un locus génico no sellado en el
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cromosoma 19 (cr. 19: 6.723.621-6.724.121), no mostré ningln patrén de metilacién alélica en las muestras de tejido
ni en las de ADN plasmatico.

Por tanto, el estado de metilaciéon puede utilizarse para determinar qué fragmentos de ADN proceden del feto. Por
ejemplo, la simple deteccién del alelo A en el plasma materno no puede utilizarse como marcador fetal cuando la
madre es heterocigética GA. Sin embargo, si se distingue el estado de metilacién de las moléculas A en plasma, las
moléculas A metiladas son especificas del feto, mientras que las moléculas A no metiladas son especificas de la
madre, o viceversa.

A continuacién, nos centramos en los locus de los que se ha informado que demuestran el sellado genémico en los
tejidos placentarios. Basédndose en la lista de locus reportada por Woodfine et al. (2011 Epigenetics Chromatin; 4:1),
clasificamos ademas los que contenian SNP dentro de la regién de control del sellado. Cuatro locus cumplian los
criterios y eran H19, KCNQ10T1, MEST y NESP.

En cuanto a las lecturas de la muestra de glébulos sanguineos maternos para H19 y KCNQ10T1, las lecturas maternas
eran homocigéticas para el SNP y habia proporciones aproximadamente iguales de lecturas metiladas y no metiladas.
EI MVC y la muestra de tejido placentario a término revelaron que el feto era heterocigdtico para ambos locus y que
cada alelo estaba exclusivamente metilado o no metilado, es decir, que muestran metilacién monoalélica. En las
muestras de plasma materno, las moléculas de ADN fetal heredadas paternalmente se detectaron para ambos locus.
Para H19, las moléculas heredadas paternalmente estaban representadas por las lecturas secuenciadas que
contenian el alelo especifico del feto y estaban metiladas. Para KCNQ10T1, las moléculas heredadas paternalmente
estaban representadas por las lecturas secuenciadas que contenian el alelo especifico del feto y no estaban metiladas.

Por otra parte, la madre era heterocigética tanto para MEST como para NESP. Para MEST, tanto la madre como el
feto eran heterocigéticos GA para el SNP. Sin embargo, como se desprende de los datos de la cadena Watson para
los glébulos sanguineos maternos y el tejido placentario, el estado de metilacién de los CpG adyacentes al SNP era
opuesto en la madre y el feto. El alelo A no estaba metilado en el ADN de la madre, pero si en el del feto. Para MEST,
el alelo materno estaba metilado. Por consiguiente, se podria precisar que el feto habia heredado el alelo A de su
madre (metilado en la MVC) y que la madre habia heredado el alelo A de su padre (no metilado en los glébulos
sanguineos maternos). De manera interesante, en las muestras de plasma materno, los cuatro grupos de moléculas
podian distinguirse facilmente, incluyendo cada uno de los dos alelos de la madre y cada uno de los dos alelos del
feto. Por tanto, combinando la informacién del genotipo con el estado de metilaciéon en los locus sellados, pudimos
distinguir facilmente las moléculas de ADN fetal heredadas maternalmente de las moléculas de ADN materno de fondo
(L. L. M. Poon et al. 2002 Clin Chem; 48: 35-41).

Este enfoque podria utilizarse para detectar la disomia uniparental. Por ejemplo, si se sabe que el padre de este feto
es homocigético para el alelo G, la no deteccién del alelo G no metilado en el plasma materno significa la ausencia de
contribucién del alelo paterno. Adicionalmente, en tal circunstancia, cuando se detectaron tanto el alelo G metilado
como el alelo A metilado en el plasma de esta gestacion, esto indicaria que el feto tiene heterodisomia de la madre,
es decir, que habia heredado dos alelos diferentes de la madre sin herencia del padre. Como alternativa, si se
detectaban en el plasma materno tanto el alelo A metilado (alelo fetal heredado de la madre) como el alelo A no
metilado (alelo materno heredado del abuelo materno) sin el alelo G no metilado (alelo paterno que deberia haber
heredado el feto), esto indicaria que el feto tiene isodisomia de la madre, es decir, que habia heredado dos alelos
idénticos de la madre sin herencia del padre.

Para NESP, la madre era heterocigética GA en el SNP mientras que el feto era homocigético para el alelo G. El alelo
paterno estaba metilado para NESP. En las muestras de plasma materno, los alelos G fetales heredados
paternalmente que estaban metilados podian distinguirse facilmente de los alelos G maternos de fondo que no estaban
metilados.

VIll. CANCER/DONANTES

Algunas realizaciones pueden utilizarse para la deteccién, cribado, seguimiento (p. ej., de las recaidas, remisién o
respuesta (p. ej., presencia o ausencia) al tratamiento), estadificacién, clasificacién (p. ej., para ayudar a elegir la
modalidad de tratamiento mas adecuada) y pronéstico del cancer mediante el analisis de metilacion del ADN circulante
en plasma/suero.

Se sabe que el ADN del cancer muestra una metilacién aberrante del ADN (J. G. Herman et al. 2003 N Engl J Med,
349: 2042-2054). Por ejemplo, los promotores de las islas CpG de los genes, p. €]., genes inhibidores de tumores,
estan hipermetilados, mientras que los sitios CpG del cuerpo del gen estan hipometilados en comparacién con las
células no cancerosas. Siempre que el perfil de metilacién de las células cancerosas pueda reflejarse mediante el
perfil de metilaciéon de las moléculas de ADN plasmatico derivadas del tumor por medio de los métodos descritos en
el presente documento, esperamos que el perfil general de metilacién en plasma sea diferente entre los individuos con
cancer en comparacién con los individuos sanos sin cancer o en comparacién con aquellos cuyo cancer se ha curado.
Los tipos de diferencias en el perfil de metilacién podrian ser en términos de diferencias cuantitativas en las densidades
de metilacién del genoma y/o densidades de metilacion de segmentos de los genomas. Por ejemplo, debido a la
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naturaleza hipometilada general del ADN de los tejidos cancerosos (Gama-Sosa M. A. et al. 1983 Nucleic Acids Res;
11: 6883-6894), se observaria una reducciéon de las densidades de metilacién en el metiloma plasmaético o en
segmentos del genoma en el plasma de pacientes con cancer.

Los cambios cualitativos en el perfil de metilacién también deberian reflejarse entre los datos del metiloma plasmatico.
Por ejemplo, las moléculas de ADN plasmatico procedentes de genes hipermetilados solo en células cancerosas
mostrarian hipermetilaciéon en el plasma de un paciente con cancer en comparaciéon con las moléculas de ADN
plasmético procedentes de los mismos genes, pero en una muestra de un control sano. Dado que, en la mayoria de
los cénceres, se produce la metilacién aberrante, los métodos descritos en el presente documento podrian aplicarse
a la deteccion de todas las formas de neoplasias malignas con metilacién aberrante, por ejemplo, tumores malignos
en, aunque no de forma limitativa, el pulmén, mama, colorrectal, préstata, nasofaringe, estémago, testiculos, piel,
sistema nervioso, hueso, ovario, higado, tejidos hematicos, pancreas, uUtero, rifidn, vejiga, tejido linfoide, etc. Las
neoplasias malignas pueden ser de una variedad de subtipos histolégicos, por ejemplo, carcinomas, adenocarcinomas,
sarcomas, fibroadenocarcinomas, neuroendocrino e indiferenciado, etc.

Por otra parte, esperamos que las moléculas de ADN derivadas de tumores puedan distinguirse de las moléculas de
ADN de fondo no derivadas de tumores, ya que el perfil general de tamafio corto del ADN derivado de tumores se
acentla en el caso de las moléculas de ADN procedentes de locus con hipometilacién aberrante asociada a tumores,
lo que tendria un efecto adicional sobre el tamafio de la molécula de ADN. Del mismo modo, las moléculas de ADN
plasmético derivadas de tumores pueden distinguirse de las moléculas de ADN plasmatico de fondo no derivadas de
tumores utilizando multiples rasgos caracteristicos que se asocian al ADN tumoral, incluidas, entre otras, las variantes
de un solo nucleétido, ganancias y pérdidas del nimero de copias, translocaciones, inversiones, hiper- o hipo-
metilacién aberrante y perfil de tamafios. Como todos estos cambios podrian producirse de forma independiente, el
uso combinado de estas caracteristicas puede proporcionar una ventaja aditiva para la deteccion sensible y especifica
de ADN canceroso en el plasma.

A. El tamafio y el céncer

El tamafio de las moléculas de ADN derivadas de tumores en plasma también se asemeja a los tamafios de las
unidades mononucleosémicas y son més cortas que las moléculas de ADN de fondo no derivadas de tumores, que
coexiste en el plasma de pacientes con cancer. Se ha demostrado que los pardmetros de tamafio estén
correlacionados con el cancer, como se describe en la solicitud de patente de EE. UU. n.° 13/789.553.

Dado que tanto el ADN derivado del feto como el derivado de la madre en el plasma mostraban una relacién entre el
tamafio y el estado de metilacién de la molécula, se espera que las moléculas de ADN derivadas de tumores muestren
la misma tendencia. Por ejemplo, las moléculas hipometiladas serian mas cortas que las moléculas hipermetiladas en
el plasma de pacientes con cancer o en sujetos sometidos a cribado de cancer.

B. Densidades de metilacién de diferentes tejidos en un paciente con cancer

En este ejemplo, analizamos las muestras de plasma y tejido de un paciente con carcinoma hepatocelular (CHC). Se
recogieron muestras de sangre del paciente con CHC antes y 1 semana después de la reseccion quirargica del tumor.
El plasma y la capa leucocitaria se recogieron tras centrifugar las muestras de sangre. Se recogié el tumor resecado
y el tejido hepético adyacente no tumoral. Las muestras de ADN extraidas de las muestras de plasma vy tejido se
analizaron mediante secuenciacién masiva paralela con y sin tratamiento previo con bisulfito. También se analizé como
control el ADN plasmatico de cuatro individuos sanos sin cancer. El tratamiento con bisulfito de una muestra de ADN
convertiria los restos de citosina no metilados en uracilo. En la reaccién en cadena de la polimerasa posterior y la
secuenciacidn, estos restos de uracilo se comportarian como timidina. Por otra parte, el tratamiento con bisulfito no
convertiria los restos de citosina metilados en uracilo. Tras la secuenciacion masiva en paralelo, las lecturas de
secuenciacidn se analizaron mediante el programa Methy-Pipe (P Jiang, et al. Methy-Pipe: An integrated bioinformatics
data analysis pipeline for whole genome methylome analysis, ponencia presentada en la IEEE International
Conference on Bioinformatics and Biomedicine Workshops, Hong Kong, 18 a 21 de diciembre de 2010), para
determinar el estado de metilacién de los restos de citosina en todas las posiciones del dinucleétido CG, es decir, sitios
CpG.

La FIG. 21A es una tabla 2100 que muestra las densidades de metilacién del plasma preoperatorio y las muestras de
tejido de un paciente con CHC. La densidad de metilacién CpG para las regiones de interés (p. €j., sitios CpG, promotor
o regiones de repeticién, etc.) se refiere a la proporcién de lecturas que muestran metilacién CpG sobre el numero
total de lecturas que cubren dinucleétidos CpG gendmicos. Las densidades de metilacion de la capa leucocitaria y del
tejido hepético no tumoral son similares. La densidad de metilacidn global del tejido tumoral, basado en datos de todos
los autosomas, era un 25 % inferior a las de la capa leucocitaria y el tejido hepatico no tumoral. La hipometilacién era
consistente en cada cromosoma individual. La densidad de metilacién del plasma se situaba entre los valores de los
tejidos no malignos y los tejidos cancerosos. Esta observacién es coherente con el hecho de que tanto los tejidos
cancerosos como los no cancerosos contribuirian al ADN circulante de un paciente con cancer. Se ha demostrado que
el sistema hematopoyético es la principal fuente de ADN circulante en individuos sin una enfermedad maligna activa
(Y. Y. N. Lui, et al. 2002 Clin Chem; 48: 421-7). Por lo tanto, también analizamos muestras de plasma obtenidas de

32



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2994 426 T3

cuatro controles sanos. El nUmero de lecturas de secuencia y la profundidad de secuenciacién conseguida por muestra
se muestran en la tabla 2150 de la FIG. 21B.

La FIG. 22 es una tabla 220 que muestra que las densidades de metilacién en los autosomas oscilaban entre el 71,2 %
y el 72,5 % en las muestras de plasma de los controles sanos. Estos datos mostraron el nivel esperado de metilacién
del ADN en muestras de plasma obtenidas de individuos sin una fuente de ADN tumoral. En un paciente con cancer,
el tejido tumoral también liberaria ADN en el sistema circulatorio (K. C. A. Chan et al. 2013 Clin Chem; 59: 211-224),
R. J. Leary et al. 2012 Sci Trans! Med, 4: 162ral54). Debido a la naturaleza hipometilada del tumor de CHC, la presencia
de ADN tanto tumoral como no tumoral en el plasma preoperatorio del paciente provocé una reduccién de la densidad
de metilacién en comparacién con los niveles plasmaticos de los controles sanos. De hecho, la densidad de metilacién
de la muestra de plasma preoperatoria se encontraba entre las densidades de metilacién del tejido tumoral y el plasma
de los controles sanos. La razén es que el nivel de metilacién del ADN plasmético de los pacientes con cancer estaria
influido por el grado de metilacién aberrante, hipometilacién en este caso, del tejido tumoral y la concentracién
fraccional del ADN derivado del tumor en el sistema circulatorio. Una menor densidad de metilacién del tejido tumoral
y una mayor concentracion fraccional de ADN derivado del tumor en el sistema circulatorio conducirian a una menor
densidad de metilacién del ADN plasmatico en un paciente con céncer. La mayoria de los tumores muestran
hipometilacion global (J. G. Herman et al. 2003 N Engl J Med, 349: 2042-2054; M. A. Gama-Sosa et al. 1983 Nucleic
Acids Res; 11: 6883-6894). Por tanto, las observaciones actuales observadas en las muestras de CHC también
deberian ser aplicables a otros tipos de tumores.

En una realizacién, la densidad de metilacion del ADN plasmatico puede utilizarse para determinar la concentracién
fraccional de ADN derivado del tumor en una muestra de plasma/suero cuando se conoce el nivel de metilacién del
tejido tumoral. El nivel de metilacién, p. €j., la densidad de metilacion, del tejido tumoral puede obtenerse si se dispone
de la muestra del tumor o de una biopsia del mismo. En otra realizacién, la informacién relativa al nivel de metilacién
del tejido tumoral puede obtenerse a partir del estudio del nivel de metilaciéon en un grupo de tumores de un tipo similar
y esta informacién (p. ej., un nivel medio o un nivel mediano) se aplica al paciente que se va a analizar utilizando la
tecnologia descrita en esta invencion.

El nivel de metilacién del tejido tumoral puede determinarse mediante el analisis del tejido tumoral del paciente o
inferirse del analisis de los tejidos tumorales de otros pacientes con el mismo tipo de cancer o uno similar. La metilacién
de los tejidos tumorales puede determinarse utilizando una serie de plataformas que tienen en cuenta la metilacién,
incluida, entre otras, la secuenciacién paralela masiva, la secuenciacién de una sola molécula, las micromatrices (p.
ej., las matrices de oligonucleétidos) o espectrometria de masas (tales como el Epityper, Sequenom, Inc., anélisis).
En algunas realizaciones, estos analisis pueden ir precedidos de procedimientos sensibles al estado de metilacidén de
las moléculas de ADN, incluidos, aunque no de forma limitativa, la inmunoprecipitacién de citosina y digestién con
enzimas de restriccidn que tienen en cuenta la metilacién. Cuando se conoce el nivel de metilacién de un tumor, la
concentracién fraccional de ADN tumoral en el plasma de los pacientes con cancer podria calcularse tras el analisis
del metiloma plasmatico.

La relacién entre el nivel de metilacion plasmatica, P, con la concentracién fraccional de ADN tumoral, fy el nivel de
metilacién del tejido tumoral, TUM, puede describirse como: P = BASAL x(71-)+TUM x f donde BASAL es el nivel basal
de metilacién del ADN en plasma derivado de glébulos sanguineos y otros 6rganos internos. Por ejemplo, la densidad
de metilacion global de todos los autosomas resultd ser del 42,9 % en el tejido de la biopsia tumoral obtenida de este
paciente con CHC, es decir, el valor TUM para este caso. La densidad media de metilacién de las muestras de plasma
de los cuatro controles sanos fue del 71,6 %, es decir, el valor BASAL de este caso. La densidad de metilacién
plasmética del plasma preoperatorio fue del 59,7 %. Utilizando estos valores, fse estima en un 41,5 %.

En otra realizacién, el nivel de metilacion del tejido tumoral puede estimarse de forma no invasiva basandose en los
datos del metiloma plasmatico cuando se conoce la concentracidn fraccional del ADN derivado del tumor en la muestra
de plasma. La concentracién fraccional del ADN derivado del tumor en la muestra de plasma puede determinarse
mediante otros analisis genéticos, por ejemplo, el analisis genémico de pérdidas alélicas (GAAU) y el anélisis de
mutaciones de un solo nucleétido, como se ha descrito anteriormente (solicitud de patente de EE. UU. n.°® 13/308.473;
K. C. A. Chan et al. 2013 Clin Chem; 59: 211-24). El célculo se basa en la misma relacién descrita anteriormente, salvo
que, en esta realizacion, el valor de fes conocido y el valor de TUM se convierte en la incégnita. La deduccién puede
realizarse para todo el genoma o para partes del genoma, de manera similar a los datos observados en el contexto de
la determinacién del nivel de metilacidn del tejido placentario a partir de los datos del plasma materno.

En otra realizacién, se puede utilizar la variacién o el perfil entre bins de las densidades de metilacién para diferenciar
a los sujetos con cancer de los que no lo tienen. La resolucién del anélisis de metilacién puede aumentarse adn mas
dividiendo el genoma en bins de un tamafio determinado, p. €j., 1 Mb. En dicha realizacién, se calculé la densidad de
metilacién de cada bin de 1 Mb para las muestras recogidas, p. ej., capa leucoplaquetaria, el tejido resecado del CHC,
el tejido hepatico no tumoral adyacente al tumor y el plasma recogido antes y después de la reseccién tumoral. En
otra realizacién, no es necesario mantener constante el tamafio de los bins. En una implementacién, el nimero de
sitios CpG se mantiene constante dentro de cada bin, mientras que el propio bin puede variar de tamafio.

Las FIGS. 23 A y 23B muestran la densidad de metilacién de la capa leucocitaria, tejido tumoral, tejido hepético no
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tumoral, el plasma preoperatorio y postoperatorio del paciente con CHC. La FIG. 23A es un grafico 2300 de resultados
para el cromosoma 1. La FIG. 23B es un grafico 2350 de resultados para el cromosoma 2.

Para la mayoria de los intervalos de 1 Mb, las densidades de metilacién de la capa leucocitaria y del tejido hepético
no tumoral adyacente al tumor eran similares, mientras que las de los tejidos tumorales eran inferiores.

Las densidades de metilacién del plasma preoperatorio se situaron entre las del tumor y las de los tejidos no malignos.
Las densidades de metilacién de las regiones gendmicas exploradas en los tejidos tumorales pudieron deducirse
utilizando los datos de metilacién del plasma preoperatorio y la concentracién fraccional de ADN tumoral. El método
es el mismo que el descrito anteriormente, utilizando los valores de densidad de metilacién de todos los autosomas.
La deduccion de la metilacién tumoral descrita también puede realizarse utilizando estos datos de metilacién de mayor
resolucién del ADN plasméatico. También pueden utilizarse otros tamafios de bins, tales como 300 kb, 500 kb, 2 Mb,
3 Mb, 5 Mb o méas de 5 Mb. En una realizacién, no es necesario mantener constante el tamafio de los bins. En una
implementacién, el nimero de sitios CpG se mantiene constante dentro de cada bin, mientras que el propio bin puede
variar de tamafio.

C. Comparacioén de la densidad de metilacién plasmatica entre el paciente con cancer y los individuos sanos

Como se muestra en 2100, las densidades de metilacién del ADN plasmatico preoperatorio eran inferiores a las de los
tejidos no malignos del paciente con cancer. Es probable que esto se deba a la presencia de ADN del tejido tumoral
que estaba hipometilado. Esta menor densidad de metilacién del ADN en plasma puede utilizarse como biomarcador
para la deteccién y el seguimiento del cancer. Para el seguimiento del cancer, si un cancer esté progresando, entonces,
con el tiempo, habrd una mayor cantidad de ADN derivado del cancer en el plasma. En este ejemplo, una mayor
cantidad de ADN circulante derivado del cancer en el plasma conducird a una mayor reduccién de la densidad de
metilacién del ADN plasmético a nivel de todo el genoma.

Por el contrario, si un cancer responde al tratamiento, entonces la cantidad de ADN derivado del cancer en el plasma
disminuira con el tiempo. En este ejemplo, una disminucién de la cantidad de ADN derivado del cancer en el plasma
conllevarad un aumento de la densidad de metilacién del ADN plasmatico. Por ejemplo, si un paciente con cancer de
pulmén con mutacién del receptor del factor de crecimiento epidérmico ha sido tratado con una terapia dirigida, p. €j.,
la inhibicién de la tirosina cinasa, entonces un aumento de la densidad de metilacién del ADN en plasma significaria
una respuesta. Posteriormente, la aparicion de un clon tumoral resistente a la inhibicién de la tirosina cinasa se
asociaria a una disminucién de la densidad de metilacién del ADN en plasma, lo que indicaria una recaida.

Las mediciones de la densidad de metilacién plasmatica pueden realizarse en serie y la tasa de cambio de dichas
mediciones puede calcularse y utilizarse para predecir o correlacionar con la progresién clinica o la remisién o el
pronéstico. Para los locus gendmicos seleccionados que estan hipermetilados en tejidos cancerosos, pero
hipometilados en tejidos normales, p. €j., las regiones promotoras de varios genes inhibidores de tumores, la relacién
entre la progresion del céncer y la respuesta favorable al tratamiento serd opuesta a los patrones descritos
anteriormente.

A fin de demostrar la viabilidad de este enfoque, comparamos las densidades de metilacién del ADN de muestras de
plasma recogidas del paciente con cancer antes y después de la extirpacion quirargica del tumor con ADN plasmético
obtenido de cuatro sujetos de control sanos.

La Tabla 2200 muestra las densidades de metilacién del ADN de cada autosoma y los valores combinados de todos
los autosomas de las muestras de plasma preoperatorias y postoperatorias del paciente con cancer y la de los cuatro
sujetos de control sanos. Para todos los cromosomas, las densidades de metilacién de la muestra de ADN plasmatico
preoperatorio eran inferiores a las de la muestra postoperatoria y a las de las muestras de plasma de los cuatro sujetos
sanos. La diferencia en las densidades de metilacién del ADN plasmético entre las muestras preoperatorias y
postoperatorias proporciond pruebas de apoyo de que las densidades de metilacion méas bajas en la muestra de
plasma preoperatoria se debian a la presencia de ADN procedente del tumor de CHC.

La inversién de las densidades de metilacién del ADN en la muestra de plasma postoperatoria hasta niveles similares
a los de las muestras de plasma de los controles sanos indicaba que gran parte del ADN derivado del tumor habia
desaparecido debido a la extirpacién quirlrgica del origen, es decir, el tumor. Estos datos indican que la densidad de
metilacién del plasma preoperatorio determinada utilizando los datos disponibles de una gran cantidad de regiones
gendmicas, tales como todos los autosomas o cromosomas individuales, era de un nivel de metilacién inferior al de
los controles sanos para permitir la identificacidn, es decir, diagnéstico o cribado, del caso de prueba de enfermo de
cancer.

Los datos del plasma preoperatorio también mostraron un nivel de metilacién mucho mas bajo que el del plasma
postoperatorio, lo que indica que el nivel de metilacién del plasma también podria utilizarse para controlar la carga
tumoral, por tanto, para pronosticar y controlar la evolucién del cancer en el paciente. Los valores de referencia pueden
determinarse a partir del plasma de controles sanos o de personas con riesgo de padecer el cancer pero que
actualmente no lo padecen. Entre las personas con riesgo de sufrir un CHC se encuentran las que padecen una
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infeccién crénica por hepatitis B o hepatitis C, las que padecen hemocromatosis y las que padecen cirrosis hepatica.

Los valores de densidad de metilacién en plasma mas all&, por ejemplo, inferiores a, un valor de corte definido basado
en los valores de referencia se puede utilizar para evaluar si el plasma de una persona no gestante tiene ADN tumoral
o no. Para detectar la presencia de ADN tumoral circulante hipometilado, el valor de corte puede definirse como inferior
al percentil 5 0 1 de los valores de la poblacién de control, o basarse en un nimero de deviaciones tipicas, por ejemplo,
2 o 3 deviaciones tipicas (DT), por debajo de los valores medios de densidad de metilaciéon de los controles, o
baséndose en la determinacién de un multiplo de la mediana (MdM). Para el ADN tumoral hipermetilado, el valor de
corte puede definirse como superior al percentil 95 o 99 de los valores de la poblacién de control, o basarse en un
namero de deviaciones tipicas, por ejemplo, 2 0 3 DT, por encima de los valores medios de densidad de metilacién de
los controles, o basandose en la determinacién de un multiplo de la mediana (MdM). En una realizacién, la poblacién
de control tiene la misma edad que el sujeto de la prueba. El ajuste de la edad no tiene por qué ser exacto y puede
realizarse en franjas de edad (p. ej., de 30 a 40 afios, para un sujeto de 35 afios).

A continuacién, comparamos las densidades de metilacién de bins de 1 Mb entre las muestras de plasma del paciente
con cancer y los cuatro sujetos de control. Con fines ilustrativos, se muestran los resultados del cromosoma 1.

Las FIGS. 24A es un grafico 2400 que muestra las densidades de metilaciéon del plasma preoperatorio del paciente
con CHC. Las FIGS. 24B es un gréafico 2450 que muestra las densidades de metilacién del plasma postoperatorio del
paciente con CHC. Los puntos azules representan los resultados de los sujetos de control, los puntos rojos representan
los resultados de la muestra de plasma del paciente con CHC.

Como se muestra en la figura 24A, las densidades de metilaciéon del plasma preoperatorio del paciente con CHC eran
inferiores a las de los sujetos de control en la mayoria de los bins. Se observaron patrones similares en otros
cromosomas. Tal como se muestra en la Figura 24B, las densidades de metilacién del plasma postoperatorio del
paciente con CHC fueron similares a las de los sujetos de control en la mayoria de los bins. Se observaron patrones
similares en otros cromosomas.

Para evaluar si un sujeto examinado padece céncer, se compararia el resultado del sujeto sometido a la prueba con
los valores de un grupo de referencia. En una realizacidn, el grupo de referencia puede estar formado por una serie
de sujetos sanos. En otra realizacién, el grupo de referencia puede estar formado por sujetos con enfermedades no
malignas, por ejemplo, infeccidn crénica por hepatitis B o cirrosis. A continuacién, se puede cuantificar la diferencia en
las densidades de metilacién entre el sujeto analizado y el grupo de referencia.

En una realizacién, puede obtenerse un intervalo de referencia a partir de los valores del grupo de control.

Entonces, se pueden utilizar las desviaciones en el resultado del sujeto analizado con respecto a los limites superior
o inferior del grupo de referencia para determinar si el sujeto tiene un tumor. Esta cantidad se veria afectada por la
concentracién fraccional de ADN derivado del tumor en el plasma y la diferencia en el nivel de metilacidén entre tejidos
malignos y no malignos. Una mayor concentracidn fraccional de ADN derivado de tumores en el plasma daria lugar a
mayores diferencias de densidad de metilacién entre la muestra de plasma de prueba y los controles. Un mayor grado
de diferencia en el nivel de metilacidn de los tejidos malignos y no malignos también se asocia con mayores diferencias
de densidad de metilacion entre la muestra de plasma de prueba y los controles.

En otra realizacién més, se eligen diferentes grupos de referencia para los sujetos de ensayo de distintos intervalos
de edad.

En otra realizacion, se calcularon la media y la DT de las densidades de metilacién de los cuatro sujetos de control
para cada bin de 1 Mb. A continuacién, para las ubicaciones correspondientes, se calcul6 la diferencia entre las
densidades de metilacién del paciente con CHC y el valor medio de los sujetos de control. En una realizacién, a
continuacién, esta diferencia se dividié entre la DT del bin correspondiente para determinar la puntuacién z. Dicho de
otro modo, la puntuacién z representa la diferencia en las densidades de metilacién entre las muestras de plasma de
prueba y de control, expresada como un nimero de DT a partir de la media de los sujetos de control. Una puntuacién
z >3 de un bin indica que el ADN plasmatico del paciente con CHC esta mas hipermetilado que el de los sujetos de
control en mas de 3 DT en ese bin, mientras que una puntuacién z <-3 de un bin indica que el ADN plasmético del
paciente con CHC estd mas hipometilado que el de los sujetos de control en més de 3 DT en ese bin.

Las FIGS. 25A y 25B muestran las puntuaciones z de las densidades de metilacién del ADN plasmatico para las
muestras plasméaticas preoperatorias (grafica 2500) y postoperatorias (grafica 2550) del paciente con CHC, utilizando
los datos del metiloma plasmatico de los cuatro sujetos de control sanos como referencia para el cromosoma 1. Cada
punto representa el resultado de un bin de 1 Mb. Los puntos negros representan los bins con puntuacién z de entre -
3y 3. Los puntos rojos representan bins con puntuacién z <-3.

La FIG. 26A es una tabla 2600 que muestra los datos de las puntuaciones z del plasma preoperatorio y postoperatorio.

La mayoria de los bins del cromosoma 1 (80,9 %) de la muestra de plasma preoperatoria tenian una puntuacién z <-
3, lo que indica que el ADN plasmatico preoperatorio del paciente con CHC estaba significativamente méas hipometilado
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que el de los sujetos de control. Por el contrario, el nimero de puntos rojos disminuy6 sustancialmente en la muestra
de plasma postoperatoria (8,3 % de los bins del cromosoma 1), o que indica que la mayor parte del ADN tumoral se
habia eliminado del sistema circulatorio debido a la reseccién quirtrgica de la fuente de ADN tumoral circulante.

La FIG. 26B es un diagrama Circos 2620 que muestra la puntuacién z de las densidades de metilacién del ADN
plasmético para las muestras de plasma preoperatorio y postoperatorio del paciente con CHC utilizando los cuatro
sujetos de control sanos como referencia para bins de 1 Mb analizados de todos los autosomas. El anillo exterior
muestra los ideogramas de los autosomas humanos. El anillo central muestra los datos de la muestra de plasma
preoperatorio. El anillo més interior muestra los datos de la muestra de plasma postoperatorio. Cada punto representa
el resultado de un bin de 1 Mb. Los puntos negros representan los bins con puntuaciones z de entre -3 y 3. Los puntos
rojos representan los bins con puntuaciones z <-3. Los puntos verdes representan los bins con puntuaciones z >3.

La FIG. 26C es una tabla 2640 que muestra una distribucién de las puntuaciones z de los bins de 1 Mb para todo el
genoma en las muestras de plasma preoperatorio y postoperatorias del paciente con CHC. Los resultados indican que
el ADN plasmético preoperatorio del paciente con CHC estaba mas hipometilado que el de los controles en la mayoria
de las regiones (85,2 % de los bins de 1 Mb) de todo el genoma. Por el contrario, la mayoria de las regiones (93,5 %
de los bins de 1 Mb) en la muestra de plasma postoperatorio no mostraron hipermetilaciéon o hipometilacién significativa
en comparacion con los controles. Estos datos indican que gran parte del ADN tumoral, principalmente de naturaleza
hipometilada para este CHC, ya no estaba presente en la muestra de plasma postoperatorio.

En una realizacién, el numero, el porcentaje o la proporciéon de bins con puntuaciones z <-3 puede utilizarse para
indicar si hay un cancer presente. Por ejemplo, como se muestra en la tabla 2640, 2330 de los 2734 bins analizados
(85,2 %) mostraron puntuaciones z <-3 en el plasma preoperatorio, mientras que solo 171 de los 2734 bins analizados
(6,3 %) mostraron puntuaciones z <-3 en el plasma postoperatorio. Los datos indicaron que la carga de ADN tumoral
en el plasma preoperatorio era mucho mayor que en el plasma postoperatorio.

Los valores de corte del nimero de bins pueden determinarse utilizando métodos estadisticos. Por ejemplo, se
esperaria que aproximadamente el 0,15 % de los bins tuvieran una puntuacién z de <-3 basandose en una distribucién
normal. Por lo tanto, el nUmero de corte de los bins puede ser el 0,15 % del numero total de bins analizados. Dicho de
otro modo, si una muestra de plasma de un individuo no gestante presenta mas de un 0,15 % de bins con puntuacién
z <-3, existe una fuente de ADN hipometilado en el plasma, en concreto, cancer. Por ejemplo, el 0,15 % de los 2734
bins de 1 Mb que hemos analizado en este ejemplo son aproximadamente 4 bins. Utilizando este valor como valor de
corte, tanto las muestras de plasma preoperatorio como las de plasma postoperatorio contenian ADN hipometilado
derivado del tumor, aunque la cantidad es mucho mayor en la muestra de plasma preoperatorio que en el plasma
postoperatorio. Para los cuatro sujetos de control sanos, ninguno de los bins mostré una hipermetilacion o
hipometilacion significativa. Pueden utilizarse otros valores de corte (p. €j., 1,1 %), que pueden variar en funcién de
los requisitos del ensayo utilizado. Como otros ejemplos, el porcentaje de corte puede variar en funcién de la
distribucién estadistica, asi como la sensibilidad deseada y una especificidad aceptable.

En otra realizaciéon, el nimero de corte puede determinarse mediante el anélisis de la curva de eficacia diagnéstica
(ROC) analizando una serie de pacientes con cancer e individuos sin cancer. Para validar ain mas la especificidad de
este enfoque, se analizé una muestra de plasma de un paciente que acudié a consulta médica por una afeccién no
maligna (C06). El 1,1 % de los bins tenia una puntuacién z <-3. En una realizacién, se pueden utilizar diferentes
umbrales para clasificar distintos niveles de estado de la enfermedad. Se puede utilizar un umbral porcentual mas bajo
para diferenciar el estado sano de las afecciones benignas y un umbral porcentual més alto para diferenciar las
afecciones benignas de las malignas.

El rendimiento diagnéstico del andlisis de la hipometilacién plasmatica mediante secuenciacién masiva en paralelo
parece ser superior al que se obtiene utilizando la amplificacién basada en la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) de clases especificas de elementos repetitivos, p. ej., el elemento nuclear intercalado largo-1 (LINE-1) (P
Tangkijvanich et al. 2007 Clin Chim Acta; 379:127-133). Una posible explicaciéon de esta observacién es que, aunque
la hipometilacién es omnipresente en el genoma tumoral, presenta cierto grado de heterogeneidad de una regién
gendmica a otra.

De hecho, observamos que las densidades medias de metilacién en plasma de los sujetos de referencia variaban a lo
largo del genoma (Fig. 56). Cada punto rojo de la Fig. 56 muestra la densidad de metilacién media de un bin de 1 Mb
entre 32 sujetos sanos. El gréfico muestra todos los bins de 1 Mb analizados en el genoma. El nimero dentro de cada
recuadro representa el nimero de cromosoma. Observamos que las densidades medias de metilacién variaban de un
bin a oftro.

Un simple ensayo basado en la PCR no podria tener en cuenta esta heterogeneidad entre regiones en su algoritmo
de diagnéstico. Esta heterogeneidad ampliaria el intervalo de densidades de metilacién observadas entre los
individuos sanos. Se necesitaria entonces una mayor magnitud de reduccién de la densidad de metilacién para
considerar que una muestra presenta hipometilacién. Esto reduciria la sensibilidad de la prueba.

Por el contrario, un enfoque basado en la secuenciacién masiva en paralelo divide el genoma en bins de 1 Mb (o de

36



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2994 426 T3

otro tamafio) y mide las densidades de metilacién de cada uno de esos bins. Este enfoque reduce el impacto de las
variaciones en las densidades de metilacién de referencia a través de diferentes regiones genémicas, ya que cada
regién se compara entre una muestra de prueba y los controles. En efecto, dentro del mismo bin, la variacién
interindividual entre los 32 controles sanos fue relativamente pequefia. El 95 % de los bins tuvo un coeficiente de
variacidén (CV) en los 32 controles sanos de 1,8 %. Auln asi, para aumentar alin mas la sensibilidad en la deteccién
de la hipometilacién asociada al cancer, la comparacién puede realizarse a través de multiples regiones gendémicas.
La sensibilidad aumentaria si se analizaran varias regiones gendmicas, ya que se evitaria el efecto de la variacién
biolégica cuando la muestra de cdncer no mostrara hipometilacién en una regién concreta al analizar solo una regién.

El enfoque de comparar las densidades de metilacién de regiones gendmicas equivalentes entre los controles y las
muestras de prueba (p. ej., analizando cada regién genémica por separado y luego, posiblemente, combinando dichos
resultados) y realizar esta comparacién para multiples regiones genémicas tiene una mayor relacién sefial-ruido para
la deteccidn de la hipometilacién asociada con el cancer. Este enfoque de secuenciacion paralela masiva se muestra
a modo de ilustracion. Seria previsible que otras metodologias que pudieran determinar las densidades de metilacién
de multiples regiones gendmicas y permitir la comparacién de las densidades de metilacién de las regiones
correspondientes entre los controles y las muestras de prueba lograran un efecto similar. Por ejemplo, para lograr el
efecto deseado, podrian disefiarse sondas de hibridacién o sondas de inversién molecular que pudieran dirigirse a
moléculas de ADN plasmatico procedentes de regiones gendmicas especificas, asi como determinar el nivel de
metilacién de la region.

En otra realizacién mas, la suma de las puntuaciones z de todos los bins puede utilizarse para determinar si hay cancer
o para controlar los cambios en serie del nivel de metilacién del ADN en plasma. Debido a la naturaleza hipometilada
general del ADN tumoral, la suma de las puntuaciones z seria menor en el plasma recogido de un individuo con cancer
que en los controles sanos. La suma de las puntuaciones z de la muestra de plasma preoperatorio y postoperatorio
del paciente con CHC fue de -49843,8 y -3132,13, respectivamente.

En otras realizaciones, se pueden utilizar otros métodos para estudiar el nivel de metilacién del ADN plasmético. Por
ejemplo, la proporcién de restos de citosina metilados sobre el contenido total de restos de citosina puede determinarse
mediante espectrometria de masas (ML Chen et al. 2013 Clin Chem; 59: 824-832) o la secuenciacion paralela masiva.
Sin embargo, ya que la mayoria de los restos de citosina no se encuentran en el contexto del dinucleétido CpG, la
proporcién de citosina metilada entre el total de restos de citosina seria relativamente pequefia en comparacién con
los niveles de metilacién estimados en el contexto de los dinucleétidos CpG. Se determiné el nivel de metilacién de
las muestras de tejido y plasma obtenidas del paciente con CHC, asi como de las cuatro muestras de plasma obtenidas
de los controles sanos. Los niveles de metilacion se midieron en el contexto de CpG, cualquier citosina, en los
contextos de CHG y CHH utilizando los datos de secuenciacién paralela masiva de todo el genoma. H se refiere a los
restos de adenina, timina o citosina.

La FIG. 26D es una tabla 2660 que muestra los niveles de metilacién del tejido tumoral y de la muestra de plasma
preoperatorio que se solapan con algunas de las muestras de plasma de control cuando se utilizan los contextos de
CHH y CHG. Los niveles de metilacién del tejido tumoral y de la muestra de plasma preoperatorio fueron
sistematicamente inferiores en comparacién con la capa leucocitaria, tejido hepético no tumoral, muestra de plasma
postoperatorio y muestras de plasma de control sano tanto en los CpG como en las citosinas no especificadas. Sin
embargo, los datos basados en los CpG metilados, es decir, las densidades de metilacién, mostraron un intervalo
dinamico méas amplio que los datos basados en las citosinas metiladas.

En otras realizaciones, el estado de metilaciéon del ADN plasmatico puede determinarse mediante métodos que utilizan
anticuerpos contra la citosina metilada, por ejemplo, inmunoprecipitacion del ADN metilado (MeDIP). Sin embargo, se
espera que la precisién de estos métodos sea inferior a la de los métodos basados en la secuenciacidén debido a la
variabilidad en la unidén de anticuerpos. En otra realizacién mas, se puede determinar el nivel de 5-hidroximetilcitosina
en el ADN plasmético. A este respecto, se ha descubierto que la reduccién del nivel de 5-hidroximetilcitosina es una
caracteristica epigenética de ciertos tipos de cancer, p. €j., melanoma (C. G. Lian, et al. 2012 Cell, 150: 1135-11486).

Ademas de los CHC, también investigamos si este enfoque podia aplicarse a otros tipos de cancer. Analizamos las
muestras de plasma de 2 pacientes con adenocarcinoma de pulmén (CP1 y CP2), 2 pacientes con carcinoma
nasofaringeo (CNF1 y CNF2), 2 pacientes con céancer colorrectal (CCR1 y CCR2), 1 paciente con tumor
neuroendocrino metastasico (NE1) y 1 paciente con sarcoma de musculo liso metastasico (SML1). El ADN plasmético
de estos sujetos se convirtié en bisulfito y se secuencié utilizando la plataforma HiSeq2000 de lllumina para 50 pb en
un extremo. Los cuatro sujetos de control sanos mencionados anteriormente se utilizaron como grupo de referencia
para el analisis de estos 8 pacientes. Se utilizaron 50 pb de la secuencia leida en un extremo. El genoma completo se
dividié en bins de 1 Mb. Se calcularon la media y la DT de la densidad de metilacién para cada bin utilizando los datos
del grupo de referencia. A continuacion, los resultados de los 8 pacientes con cancer se expresaron como
puntuaciones z, que representan el nimero de DT respecto a la media del grupo de referencia. Un valor positivo indica
que la densidad de metilacién del caso de prueba es inferior a la media del grupo de referencia, y viceversa. El nimero
de lecturas de secuencia y la profundidad de secuenciacién conseguida por muestra se muestran en la tabla 2780 de
la FIG. 271.
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Las FIG. 27A-H muestran diagramas Circos de la densidad de metilacién de 8 pacientes con cancer de acuerdo con
las realizaciones de la presente invencién. Cada punto representa el resultado de un bin de 1 Mb. Los puntos negros
representan los bins con puntuaciones z de entre -3 y 3. Los puntos rojos representan los bins con puntuaciones z <-
3. Los puntos verdes representan los bins con puntuaciones z >3. El intervalo entre dos lineas consecutivas representa
una diferencia de puntuacién z de 20.

Se observé una hipometilacidn significativa en maltiples regiones de los genomas de pacientes con la mayoria de los
tipos de céncer, incluido el cancer de pulmdn, carcinoma nasofaringeo, cancer colorrectal y tumor neuroendocrino
metastasico. De manera interesante, ademés de la hipometilacién, se observé una hipermetilacién significativa en
multiples regiones de todo el genoma en el caso del sarcoma de musculo liso metastasico. El origen embrionario del
sarcoma de musculo liso es el mesodermo, mientras que el origen embrionario de los otros tipos de cancer en los 7
pacientes restantes es el ectodermo. Por lo tanto, es posible que el patron de metilacién del ADN del sarcoma sea
diferente de aquel del carcinoma.

Como puede observarse a partir de este caso, el patrén de metilacién del ADN plasmatico también puede ser util para
diferenciar distintos tipos de cancer, que, en este ejemplo, es una diferenciacion de carcinoma y sarcoma. Estos datos
también indican que el enfoque podria utilizarse para detectar hipermetilaciéon aberrante asociada a la malignidad.
Para todos estos 8 casos, solo se disponia de muestras de plasma y no se habia analizado tejido tumoral. Esto
demostrd que incluso sin el perfil de metilacidén previo o los niveles de metilacién del tejido tumoral, el ADN derivado
de tumores puede detectarse facilmente en plasma utilizando los métodos descritos.

La FIG. 27J es una tabla 2790 es una tabla que muestra una distribuciéon de las puntuaciones z de los bins de 1 Mb
para todo el genoma en plasma de pacientes con diferentes tumores malignos. Los porcentajes de bins con puntuacion
z <-3, de -3 a 3 y >3 se muestran para cada caso. Mas del 5 % de los bins tenian una puntuacidén z <-3 en todos los
casos. Por lo tanto, si utilizamos un umbral del 5 % de los bins significativamente hipometilados para clasificar una
muestra como positiva para cancer, entonces todos estos casos se clasificarian como positivos para cancer. Nuestros
resultados muestran que es probable que la hipometilaciéon sea un fenémeno general para diferentes tipos de cancer
y el analisis del metiloma plasméatico seria Util para detectar diferentes tipos de cancer.

D. Método

La FIG. 28 es un diagrama de flujo del método 2800 de analisis de una muestra biolégica de un organismo para
determinar una clasificacién de un nivel de cancer de acuerdo con realizaciones de la presente invencidén. La muestra
biolégica incluye ADN procedente de células normales y puede incluir ADN de células asociadas al cancer. Al menos
parte del ADN puede ser extracelular en la muestra biolégica.

En el bloque 2810, se analizan una pluralidad de moléculas de ADN de la muestra bioldgica. El anélisis de una
molécula de ADN puede incluir la determinacién de una ubicacién de la molécula de ADN en un genoma del organismo
y la determinacién de sila molécula de ADN esta metilada en uno o més sitios. El analisis puede realizarse recibiendo
lecturas de secuencias de una secuenciacidén consciente de la metilacién, y asi el anélisis puede realizarse solo sobre
datos obtenidos previamente del ADN. En otras realizaciones, el analisis puede incluir la secuenciacién real u otras
etapas activas de la obtencién de los datos.

En el bloque 2820, se determina un nimero respectivo de moléculas de ADN que estan metiladas en el sitio para cada
uno de una pluralidad de sitios. En una realizacién, los sitios son sitios CpG, y pueden ser solo ciertos sitios CpG,
seleccionados de acuerdo con uno o varios de los criterios mencionados en el presente documento. El nimero de
moléculas de ADN metilado equivale a determinar el nimero de ADN no metilado una vez realizada la normalizacién
utilizando el nimero total de moléculas de ADN analizadas en un sitio concreto, p. €j., un nimero total de lecturas de
secuencias. Por ejemplo, un aumento de la densidad de metilacién de CpG de una regién equivale a una disminucién
de la densidad de CpG no metilados de la misma regién.

En el bloque 2830, se calcula un primer nivel de metilacién basado en los nimeros respectivos de moléculas de ADN
metiladas en la pluralidad de sitios. El primer nivel de metilacién puede corresponder a una densidad de metilacién
que se determina en funcién del nimero de moléculas de ADN correspondientes a la pluralidad de sitios. Los sitios
pueden corresponder a una pluralidad de locus o a un solo locus.

En el bloque 2840, el primer nivel de metilacién se compara con un primer valor de corte. El primer valor de corte
puede ser un nivel de metilacién de referencia o estar relacionado con un nivel de metilaciéon de referencia (p. ej., una
distancia especificada de un nivel normal). El nivel de metilacién de referencia puede determinarse a partir de muestras
de individuos sin cancer o de locus o del organismo que se sabe que no estan asociados con un cancer del organismo.
El primer valor de corte puede establecerse a partir de un nivel de metilacién de referencia determinado a partir de
una muestra bioldégica previa del organismo obtenida antes de la muestra biolégica analizada.

En una realizacién, el primer valor de corte es una distancia especificada (p. ej., un numero especificado de

deviaciones tipicas) de un nivel de metilacion de referencia establecido a partir de una muestra biolégica obtenida de
un organismo sano. La comparacién puede realizarse determinando una diferencia entre el primer nivel de metilacién
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y un nivel de metilacién de referencia, y luego comparando la diferencia con un umbral correspondiente al primer valor
de corte (p. ej., para determinar si el nivel de metilacién es estadisticamente diferente del nivel de metilacién de
referencia).

En el bloque 2850, a partir de la comparacion se determina la clasificacién de un nivel de cancer. Algunos ejemplos
de un nivel de cancer incluyen si el sujeto tiene cancer o una afeccién premaligna, o una mayor probabilidad de
desarrollar cancer. En una realizacién, el primer valor de corte puede determinarse a partir de una muestra obtenida
previamente del sujeto (p. ej., puede determinarse un nivel de metilacién de referencia a partir de la muestra anterior).

En algunas realizaciones, el primer nivel de metilacién puede corresponder a un nimero de regiones cuyos niveles de
metilacién superan un valor umbral. Por ejemplo, puede identificarse una pluralidad de regiones de un genoma del
organismo. Las regiones pueden identificarse utilizando los criterios aqui mencionados, p. ej., de ciertas longitudes o
cierto numero de sitios. Se pueden identificar uno o mas sitios (p. €j., sitios CpG) dentro de cada una de las regiones.
Se puede calcular el nivel de metilacién de cada regién. El primer nivel de metilacion corresponde a una primera regién.
Cada uno de los niveles de metilacién de la regién se compara con un valor de corte de la regidén respectiva, que
pueden ser los mismos o variar de acuerdo con las regiones. El valor de corte de la regién para la primera region es
el primer valor de corte. Los valores de corte de la regién respectiva pueden ser una cantidad especificada (p. ej., 0,5)
a partir de un nivel de metilacién de referencia, contando asi solo las regiones que presentan una diferencia
significativa con respecto a una referencia, que pueden determinarse a partir de sujetos no cancerosos.

Se puede determinar un primer nimero de regiones cuyo nivel de metilacién de la regién supere el valor de corte de
la regién respectiva, y compararlo con un valor umbral para determinar la clasificacién. En una implementacion, el
valor umbral es un porcentaje. Comparar el primer nimero con un valor umbral puede incluir dividir el primer nimero
de regiones entre un segundo nlimero de regiones (p. ej., todas las regiones) antes de comparar con el valor umbral,
p. €j., como parte de un proceso de normalizacién.

Como se ha descrito anteriormente, una concentracién fraccionaria de ADN tumoral en la muestra biolégica puede
utilizarse para calcular el primer valor de corte. La concentracion fraccionaria puede estimarse simplemente para que
sea superior a un valor minimo, mientras que una muestra con una concentracion fraccionaria inferior al valor minimo
puede marcarse, p. €j,, como no aptos para el andlisis. El valor minimo puede determinarse basandose en una
diferencia esperada en los niveles de metilacién de un tumor en relacién con un nivel de metilacién de referencia. Por
ejemplo, si la diferencia es de 0,5 (p. ej., como valor de corte), entonces se requeriria una cierta concentracién tumoral
lo suficientemente alta como para ver esta diferencia.

Para el método 2800 pueden aplicarse técnicas especificas del método 1300. En el método 1300, pueden determinarse
variaciones en el niumero de copias de un tumor (p. €j., cuando puede comprobarse si la primera regién cromosémica
de un tumor presenta un cambio en el nimero de copias en relacién con una segunda regién cromosdmica del tumory).
Por tanto, el método 1300 puede suponer que existe un tumor. En el método 2800, se puede analizar una muestra
para ver si hay indicios de que exista algun tumor, independientemente de las caracteristicas del niUmero de copias.
Algunas técnicas de los dos métodos pueden ser similares. Sin embargo, los valores de corte y los pardmetros de
metilacién (p. ej., niveles de metilacién normalizados) para el método 2800 pueden detectar una diferencia estadistica
con respecto a un nivel de metilacién de referencia para el ADN no canceroso, en contraposicién a una diferencia con
respecto a un nivel de metilaciéon de referencia para una mezcla de ADN canceroso y ADN no canceroso con algunas
regiones que posiblemente tengan variaciones en el nimero de copias. Por tanto, los valores de referencia para el
método 2800 pueden determinarse a partir de muestras sin cdncer, como de organismos sin céncer o de tejido no
canceroso del mismo paciente (p. €j., plasma tomado previamente o de muestras adquiridas contemporaneamente
que se sabe que no tienen céncer, que puede determinarse a partir del ADN celular).

E. Prediccién de la concentracién fraccional minima de ADN tumoral que debe detectarse mediante el analisis de
metilacién del ADN plasmatico

Una forma de medir la sensibilidad del enfoque para detectar el cancer utilizando el nivel de metilacién del ADN
plasmético esta relacionada con la concentracién fraccional minima de ADN derivado del tumor que se requiere para
revelar un cambio en el nivel de metilacién del ADN plasmatico cuando se compara con el de los controles. La
sensibilidad de la prueba también depende del grado de diferencia en la metilacién del ADN entre el tejido tumoral y
los niveles plasmaticos de referencia de metilacién del ADN en controles sanos o ADN de glébulos sanguineos. Las
glébulos sanguineos son la fuente predominante de ADN en el plasma de los individuos sanos. Cuanto mayor sea la
diferencia, mas facilmente se puede discriminar a los pacientes con cancer de los individuos sin cancer y se reflejaria
como un limite de deteccién mas bajo de derivados tumorales en plasma y una mayor sensibilidad clinica en la
deteccién de los pacientes con céncer. Adicionalmente, las variaciones en la metilacién del ADN plasmético en los
sujetos sanos o en sujetos con diferentes edades (G Hannum et al. 2013 Mol Cell; 49: 359-367) también afectaria a la
sensibilidad de la deteccién de los cambios de metilacién asociados a la presencia de un céncer. Una variacién menor
de la metilacién del ADN plasmético en los sujetos sanos facilitaria la deteccién del cambio provocado por la presencia
de una pequefia cantidad de ADN derivado del cancer.

La FIG. 29A es un grafico 2900 que muestra la distribucidén de las densidades de metilacién en sujetos de referencia
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suponiendo que esta distribucién sigue una distribucién normal. Este analisis se basa en que cada muestra de plasma
solo proporciona un valor de densidad de metilacién, por ejemplo, la densidad de metilacién de todos los autosomas
o de un cromosoma en particular. llustra cémo se veria afectada la especificidad del andlisis. En una realizacién, para
determinar si una muestra analizada esta significativamente més hipometilada que las muestras de los sujetos de
referencia se utiliza un valor de corte de 3 DT por debajo de la densidad media de metilacién del ADN de los sujetos
de referencia. Cuando se utiliza este corte, se espera que aproximadamente el 0,15 % de los sujetos no cancerosos
tengan resultados falsos positivos de ser clasificados como enfermos de cancer, lo que resulta en una especificidad
del 99,85 %.

La FIG. 29B es un grafico 2950 que muestra las distribuciones de las densidades de metilacion en sujetos de referencia
y pacientes con cancer. El valor de corte es 3 DT por debajo de la media de las densidades de metilacién de los sujetos
de referencia. Si la media de las densidades de metilacién de los pacientes con cancer es 2 DT por debajo del valor
de corte (es decir, 5 DT por debajo de la media de los sujetos de referencia), cabria esperar que el 97,5 % de los
sujetos con céancer tuvieran una densidad de metilacién por debajo del valor de corte. Dicho de otro modo, la
sensibilidad esperada seria del 97,5 % si se proporciona un valor de densidad de metilacién para cada sujeto, por
ejemplo, cuando se analiza la densidad de metilacion total de todo el genoma, de todos los autosomas o de un
cromosoma en particular. La diferencia entre las densidades medias de metilacién de las dos poblaciones se ve
afectada por dos factores, en concreto, el grado de diferencia en el nivel de metilacidén entre los tejidos cancerosos y
no cancerosos y la concentracién fraccional de ADN derivado de tumores en la muestra de plasma. Cuanto mas altos
sean los valores de estos dos parametros, mayor seré la diferencia en el valor de las densidades de metilacién de
estas dos poblaciones. Adicionalmente, cuanto menor sea la DT de las distribuciones de las densidades de metilacién
de las dos poblaciones, menor es el solapamiento de las distribuciones de las densidades de metilacién de las dos
poblaciones.

En el presente caso se utilizé un ejemplo hipotético para ilustrar este concepto. Supongamos que la densidad de
metilacién del tejido tumoral es de aproximadamente 0,45 y la del ADN plasmético de los sujetos sanos es de
aproximadamente 0,7. Estos valores supuestos son similares a los obtenidos en nuestro paciente con CHC, donde la
densidad de metilacién global de los autosomas es del 42,9 % y la densidad de metilacion media de los autosomas
para las muestras de plasma de controles sanos fue del 71,6 %. Suponiendo que el CV de la medicién de la densidad
de metilacion del ADN plasmatico para todo el genoma fuera del 1 %, el valor de corte seria 0,7 x (100 % -3 x 1 %) =
0,679. Para alcanzar una sensibilidad del 97,5 %, la densidad de metilacién media del ADN plasmético de los pacientes
con cancer debe ser aproximadamente 0,679 - 0,7 x (2 x 1 %) = 0,665. Si f es la concentracién fraccional de ADN
derivado del tumor en la muestra de plasma. Entonces f puede calcularse como (0,7 - 0,45) x f= 0,7 - 0,665. Por lo
tanto, f es de aproximadamente el 14 %. A partir de este calculo, se estima que la concentraciéon fraccional minima
que puede detectarse en el plasma es del 14 % para alcanzar una sensibilidad de diagnéstico del 97,5 % si se utiliza
la densidad de metilacién total de todo el genoma como pardmetro de diagnéstico.

A continuacién, realizamos este analisis con los datos obtenidos del paciente con CHC. Para esta ilustracién, solo se
realiz6 una medicidén de la densidad de metilacién basada en el valor estimado de todos los autosomas para cada
muestra. La densidad media de metilacién fue del 71,6 % en las muestras de plasma obtenidas de los sujetos sanos.
La DT de las densidades de metilacién de estas cuatro muestras fue del 0,631 %. Por lo tanto, el valor de corte para
la densidad de metilacién plasmatica tendria que ser 71,6 % - 3 x 0,631 % = 69,7 % para alcanzar una puntuacién z
<-3 y una especificidad del 99,85 %. Para alcanzar una sensibilidad del 97,5%, la densidad de metilacién plasmatica
media de los pacientes con céncer tendria que ser 2 DT por debajo del valor de corte, es decir, del 68,4 %. Dado que
la densidad de metilacidn del tejido tumoral era del 42,9% y utilizando la férmula: P = BASAL x(1-f) + TUM x £ ftendria
que ser al menos del 11,1 %.

En otra realizacién, las densidades de metilacién de diferentes regiones genémicas pueden analizarse por separado,
p. €., como se muestra en las FIGS. 25A o 26B. Dicho de otro modo, se realizaron multiples mediciones del nivel de
metilacién para cada muestra. Como se muestra a continuacién, podria detectarse una hipometilacién significativa con
una concentracién fraccional de ADN tumoral en plasma mucho més baja y, por tanto, mejoraria el rendimiento
diagndstico del analisis de metilacién del ADN en plasma para la deteccién del cancer. Se puede contar el niUmero de
regiones gendmicas que muestran una desviacidén significativa en las densidades de metilacién con respecto a la
poblacién de referencia. A continuacién, se puede comparar el nimero de regiones genémicas con un valor de corte
para determinar si existe una hipometilacién general significativa del ADN plasmatico en toda la poblacién de regiones
gendmicas estudiadas, por ejemplo, los bins de 1 Mb de todo el genoma. El valor de corte puede establecerse
mediante el anélisis de un grupo de sujetos de referencia sin cancer o derivarse matematicamente, por ejemplo, de
acuerdo con la funcién de distribucién normal.

La FIG. 30 es un gréfico 3000 que muestra la distribucién de las densidades de metilacién del ADN plasmatico de
sujetos sanos y pacientes con cancer. La densidad de metilacién de cada bin de 1 Mb se compara con los valores
correspondientes del grupo de referencia. Se determiné el porcentaje de bins que mostraban una hipometilacién
significativa (3 DT por debajo de la media del grupo de referencia). Para determinar la presencia de ADN derivado de
tumores en la muestra de plasma se utilizé un umbral del 10 % de hipometilacién significativa. Otros valores de corte,
tales como el 5 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 % o 90 % también se pueden
utilizar en funcién de la sensibilidad y especificidad deseadas de la prueba.
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Por ejemplo, para clasificar que una muestra contiene ADN derivado de un tumor, podemos utilizar el 10 % de los bins
de 1 Mb que muestran una hipometilacién significativa (puntuacién z <-3) como valor de corte. Si mas del 10 % de los
bins estan significativamente més hipometilados que el grupo de referencia, entonces la muestra se clasifica como
positiva para la prueba del céncer. Para cada bin de 1 Mb, se utiliza un punto de corte de 3 DT por debajo de la
densidad de metilacién media del grupo de referencia para definir una muestra como significativamente mas
hipometilada. Para cada uno de los bins de 1 Mb, si la densidad plasmética media de metilacién del ADN de los
pacientes con cancer es 1,72 DT inferior a las densidades plasméticas medias de metilacién del ADN de los sujetos
de referencia, entonces hay un 10 % de posibilidades de que el valor de |la densidad de metilacién de cualquier bin
particular de un paciente con cancer sea inferior al valor de corte (es decir, puntuacién z <-3) y dé un resultado positivo.
A continuacidén, si observamos todos los bins de 1 Mb de todo el genoma, entonces cabria esperar que
aproximadamente el 10 % de los bins mostraran resultados positivos de tener densidades de metilacién
significativamente mas bajas (es decir, puntuaciones z <-3). Suponiendo que la densidad de metilacién total del ADN
plasmético de los sujetos sanos es de aproximadamente 0,7 y que el coeficiente de variacién (CV) de la medicién de
la densidad de metilacién del ADN plasmético para cada bin de 1 Mb es del 1 %, la densidad de metilacién media del
ADN plasmético de los pacientes con cancer tendria que ser de 0,7 x (100 % - 1,72 x 1 %) = 0,68796. Sealla
concentracién fraccional de ADN derivado del tumor en plasma para alcanzar esta densidad media de metilacién del
ADN en plasma. Suponiendo que la densidad de metilacién del tejido tumoral sea de 0,45, entonces / puede calcularse
mediante la ecuacion

(Mpref - Mtumor) x f = MPref - MPcéncer

donde Mpref representa la densidad media de metilacion del ADN plasmatico en los individuos de referencia; M, 0,
representa la densidad de metilaciéon del tejido tumoral del paciente con céncer; y Mpcéncer representa la densidad
media de metilacién del ADN plasmético en los pacientes con cancer.

Por medio de esta ecuacién, (0,7-0,45) x/= 0,7 - 0,68796. Por tanto, la concentracién fraccionaria minima que puede
detectarse utilizando este enfoque se deduciria como del 4,8 %. La sensibilidad puede aumentarse aun mas
disminuyendo el porcentaje de corte de los bines que estan significativamente mas hipometilados, por ejemplo, del
10 % al 5 %.

Tal como se muestra en los ejemplos anteriores, la sensibilidad de este método viene determinada por el grado de
diferencia en el nivel de metilacidén entre los tejidos cancerosos y no cancerosos, por ejemplo, glébulos sanguineos.
En una realizacién, solo se seleccionan las regiones cromosémicas que muestran una gran diferencia en las
densidades de metilacion entre el ADN plasmatico de los sujetos sin cancer y el tejido tumoral. En una realizacién,
solo se seleccionan las regiones con una diferencia de densidad de metilacién >0,5. En otras realizaciones, puede
utilizarse una diferencia de 0,4, 0,6, 0,7, 0,8 o 0,9 para seleccionar las regiones adecuadas. En otras realizaciones
méas, el tamafio fisico de las regiones gendmicas no es fijo. En lugar de ello, se definen las regiones genémicas, por
ejemplo, basandose en una profundidad de lectura fija o en un namero fijo de sitios CpG. Se evallan los niveles de
metilacién en varias de estas regiones genémicas para cada muestra.

La FIG. 31 es un grafico 3100 que muestra la distribucién de las diferencias en las densidades de metilacion entre la
media del ADN plasmatico de sujetos sanos y el tejido tumoral del paciente con CHC. Un valor positivo significa que
la densidad de metilacién es mayor en el ADN plasmatico de los sujetos sanos y un valor negativo significa que la
densidad de metilacién es mayor en el tejido tumoral.

En una realizacién, se pueden seleccionar los bins con la mayor diferencia entre la densidad de metilaciéon de los
tejidos cancerosos y no cancerosos, por ejemplo, aquellos con una diferencia >0,5, independientemente de si el tumor
esta hipometilado o hipermetilado para estos bins. El limite de detecciéon de la concentracidén fraccional de ADN
derivado de tumores en plasma puede reducirse centrandose en estos bins debido a las mayores diferencias entre las
distribuciones de los niveles de metilacién del ADN en plasma entre sujetos con cancer y sin cancer dada la misma
concentracién fraccional de ADN derivado de tumores en plasma. Por ejemplo, si solo se utilizan bins con diferencias
>0,5 y se adopta un valor de corte del 10 % de los bins significativamente mas hipometilados para determinar si un
individuo analizado padece un cancer, la concentracién fraccional minima (f) de ADN derivado del tumor detectado

puede calcularse mediante la siguiente ecuacion: (Mpref - Mtumor) xf= Mpref —M,,, . donde Mpref representa la
densidad media de metilacién del ADN plasmatico en los individuos de referencia; M,,,,,,, representa la densidad de
metilacion del tejido tumoral del paciente con cancer; y Mp_,  representa la densidad media de metilacién del ADN
plasmético en los pacientes con céncer.

Mientras que la diferencia en la densidad de metilacién entre el plasma de los sujetos de referencia y los tejidos
tumorales es de al menos 0,5. A continuacién, tenemos 0,5x f=0,7 - 0,68796 y f = 2,4 %. Por lo tanto, centrdndose
en los bins con una mayor diferencia en la densidad de metilacidén entre los tejidos cancerosos y no cancerosos, el
limite inferior de la fraccién de ADN derivado del tumor puede reducirse del 4,8 % al 2,4 %. La informacién relativa a
qué bins mostrarian mayores grados de diferencias de metilacién entre los tejidos cancerosos y no cancerosos, por
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ejemplo, glébulos sanguineos, podria determinarse a partir de tejidos tumorales del mismo 6rgano o del mismo tipo
histolégico obtenidos de otros individuos.

En otra realizacion, un parametro puede derivarse de la densidad de metilacion del ADN plasmético de todos los bins
y teniendo en cuenta la diferencia en las densidades de metilacién entre tejidos cancerosos y no cancerosos. Los bins
con mayor diferencia pueden recibir un peso mayor. En una realizacién, la diferencia en la densidad de metilacién
entre el tejido canceroso y no canceroso de cada bin puede utilizarse directamente como el peso del bin concreto para
calcular el parametro final.

En otra realizacién mas, los distintos tipos de cancer pueden presentar diferentes patrones de metilacién en el tejido
tumoral. Del grado de metilacién del tipo especifico de cancer puede derivarse un perfil ponderal especifico.

En ofra realizacién més, se puede determinar la relacién entre bins de la densidad de metilacién en sujetos con y sin
cancer. En la Figura 8, podemos observar que en un pequefio nimero de bins, los tejidos tumorales estaban mas
metilados que el ADN plasmético de los sujetos de referencia. Por tanto, se pueden seleccionar los bins con los valores
méas extremos de diferencia, p. ej., diferencia >0,5 y diferencia <0. La relacién de la densidad de metilaciéon de estos
bins puede utilizarse entonces para indicar si el individuo analizado tiene cancer. En otras realizaciones, la diferencia
y el cociente de la densidad de metilacién de distintos bins pueden utilizarse como parametros para indicar la relacioén
entre bins.

Ademas, evaluamos la sensibilidad de deteccién del enfoque para detectar o evaluar el tumor utilizando las densidades
de metilacién de mdltiples regiones gendémicas, como ilustran los datos obtenidos del paciente con CHC. En primer
lugar, mezclamos lecturas del plasma preoperatorio con las obtenidas de las muestras de plasma de los controles
sanos para simular muestras de plasma que contuvieran una concentracién fraccional de ADN tumoral que oscilara
entre el 20 % y el 0,5 %. A continuacién, puntuamos el porcentaje de bins de 1 Mb (de 2734 bins en todo el genoma)
con densidades de metilacién equivalentes a puntuaciones z <-3. Cuando la concentracion fraccional de ADN tumoral
en plasma era del 20 %, el 80,0 % de los bins mostraron una hipometilacién significativa. Los datos correspondientes
a la concentracién fraccional de ADN tumoral en plasma del 10 %, 5%, 2 %, 1 % y 0,5 % fueron el 67,6 %, 49,7 %,
18,9 %, 3,8 % y 0,77 % de los bins que muestran hipometilacién, respectivamente. Dado que el limite tedrico del
ndmero de bins que presentan puntuaciones z <-3 en las muestras de control es del 0,15 %, nuestros datos muestran
que todavia habia mas bins (0,77 %) mas alla del valor de corte de corte tedrico incluso cuando la concentracién
fraccional del tumor era de solo el 0,5 %.

La FIG. 32A es una tabla 3200 que muestra el efecto de reducir la profundidad de secuenciacién cuando la muestra
de plasma contenia un 5 % o un 2 % de ADN tumoral. Aln se podia detectar una elevada proporcién de bins (>0,15 %)
que mostraban una hipometilacién significativa cuando la profundidad media de secuenciacién era de solo 0,022 veces
el genoma haploide.

La FIG. 32B es un gréafico 3250 que muestra las densidades de metilacion de los elementos repetidos y de las regiones
no repetidas en el plasma de los cuatro sujetos de control sanos, la capa leucocitaria, el tejido hepatico normal, el
tejido tumoral, las muestras de plasma preoperatorio y postoperatorio del paciente con CHC. Puede observarse que
los elementos repetidos estaban mas metilados (mayor densidad de metilacién) que las regiones no repetidas, tanto
en los tejidos cancerosos como en los no cancerosos. Sin embargo, la diferencia de metilacién entre los elementos
repetidos y las regiones no repetidas era mayor en los tejidos no cancerosos y en el ADN plasmético de los sujetos
sanos en comparacion con los tejidos tumorales.

Como resultado, el ADN plasmético del paciente con cancer presentaba una mayor reducciéon de la densidad de
metilacién en los elementos repetidos que en las regiones no repetidas. La diferencia en la densidad de metilacién del
ADN plasmatico entre la media de los cuatro controles sanos y el paciente con CHC fue de 0,163 y 0,088 para los
elementos repetidos y las regiones no repetidas, respectivamente. Los datos de las muestras de plasma preoperatorias
y postoperatorias también mostraron que el intervalo dinamico en el cambio de la densidad de metilacién era mayor
en las regiones con repeticiones que en las que no las tenian. En una realizacién, la densidad de metilacién del ADN
plasmético de los elementos repetidos puede utilizarse para determinar si un paciente esta afectado de cancer o para
el seguimiento de la progresion de la enfermedad.

Como se ha analizado anteriormente, la variacién de las densidades de metilacién en el plasma de los sujetos de
referencia también afectaria a la precisién para diferenciar a los pacientes con cancer de los individuos sin cancer.
Cuanto més ajustada sea la distribucién de las densidades de metilacién (es decir, menor desviacién tipica), mas
preciso seria diferenciar los sujetos con céncer de los que no lo tienen. En otra realizacién, el coeficiente de variacién
(CV) de las densidades de metilacién de los bins de 1 Mb puede utilizarse como criterio para seleccionar los bins con
baja variabilidad de las densidades de metilacién del ADN plasmatico en el grupo de referencia. Por ejemplo, solo se
seleccionan los bins con CV <1 %. Otros valores, por ejemplo, del 0,5 %, 0,75 %, 1,25 % y 1,5 % también pueden
utilizarse como criterios para seleccionar los bins con baja variabilidad en la densidad de metilacién. En otra realizacién
méas, los criterios de seleccién pueden incluir tanto el CV del bin como la diferencia en la densidad de metilacién entre
tejidos cancerosos y no cancerosos.
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La densidad de metilacién también puede utilizarse para estimar la concentracién fraccional de ADN derivado del
tumor en una muestra de plasma cuando se conoce la densidad de metilaciéon del tejido tumoral. Esta informacién
puede obtenerse mediante el analisis del tumor del paciente o del estudio de los tumores de varios pacientes con el
mismo tipo de céncer. Como se ha analizado anteriormente, la densidad de metilacion plasmatica (P) puede
expresarse mediante la siguiente ecuacidén: P = BASAL x (1 - f) + TUM x f donde BASAL es la densidad basal de
metilacién de los glébulos sanguineos y otros érganos, TUM es la densidad de metilacidn en el tejido tumoral, y f es
la concentracién fraccional de ADN derivado del tumor en la muestra de plasma. Esto se puede reescribir como:

_ BASAL-P
BASAL - TUM

Los valores basales pueden determinarse analizando la muestra de plasma del paciente en un momento en que el
cancer no esta presente o a partir del estudio de un grupo de referencia de individuos sin cancer. Por lo tanto, tras
medir la densidad de metilacién plasmatica, se puede determinar f.

F. Combinacién con otros métodos

Los enfoques de anélisis de metilacidn descritos en el presente documento pueden utilizarse junto con otros métodos
basados en los cambios genéticos del ADN derivado de tumores en plasma. Algunos ejemplos de estos métodos son
el analisis de aberraciones cromosémicas asociadas al cancer (K. C. A. Chan et al. 2013 Clin Chem; 59:211-224; R.
J. Leary et al. 2012 Sci Transl Med, 4:162ral54) y variaciones de nucleétido Unico asociadas al cancer en plasma (K.
C. A Chan et al. 2013 Clin Chem; 59:211-224). El enfoque del anélisis de metilacién tiene ventajas sobre esos
enfoques genéticos.

Como se muestra en la FIG. 21 A, la hipometilacién del ADN tumoral es un fenémeno global que afecta a regiones
distribuidas por casi todo el genoma. Por lo tanto, los fragmentos de ADN de todas las regiones cromosémicas serian
informativos con respecto a la posible contribucién del ADN hipometilado derivado del tumor al ADN del plasma/suero
del paciente. Por el contrario, las aberraciones cromosémicas (ya sea amplificacién o delecién de una regién
cromosémica) solo estan presentes en algunas regiones cromosédmicas y los fragmentos de ADN de las regiones sin
aberracion cromosémica en el tejido tumoral no serian informativos en el andlisis (K. C. A. Chan et al. 2013 Clin Chem;
59: 211-224). Del mismo modo, solo se observan unos pocos miles de alteraciones de un solo nucleétido en cada
genoma del cancer (K. C. A. Chan et al. 2013 Clin Chem; 59: 211-224). Los fragmentos de ADN que no se solapan
con estos cambios de un solo nucleétido no serian informativos para determinar si el ADN derivado del tumor esta
presente en el plasma. Por lo tanto, este enfoque de anélisis de metilaciéon es potencialmente mas rentable que esos
enfoques genéticos para detectar cambios asociados al cancer el sistema circulatorio.

En una realizacién, la rentabilidad del anélisis de metilacién del ADN plasmatico puede mejorarse aln mas
enriqueciendo los fragmentos de ADN de las regiones mas informativas, por ejemplo, las regiones con mayor diferencia
de metilacion diferencial entre tejidos cancerosos y no cancerosos. Algunos ejemplos de métodos de enriquecimiento
para estas regiones incluyen el uso de sondas de hibridacién (p. ej., el sistema Nimblegen SeqCap y el sistema Agilent
SureSelect Target Enrichment), Amplificacién PCR e hibridacién en fase sélida.

G. Anélisis de tejidos especificos/donantes

Las células derivadas del tumor invaden y metastatizan en 6rganos adyacentes o distantes. Los tejidos invadidos o
los focos metastésicos aportan ADN al plasma como resultado de la muerte celular. Al analizar el perfil de metilacién
del ADN en el plasma de pacientes con cancer y detectar la presencia de distintivos de metilaciéon especificos de cada
tejido, se podrian detectar los tipos de tejidos implicados en el proceso de la enfermedad. Este enfoque proporciona
una exploracién anatdémica no invasiva de los tejidos implicados en el proceso canceroso para ayudar en la
identificacién de los 6rganos implicados como sitios primarios y metastasicos. El control de las concentraciones
relativas de los distintivos de metilacién de los érganos implicados en el plasma también permitiria evaluar la carga
tumoral de esos 6rganos y determinar si el proceso del cancer en ese érgano se esta deteriorando o mejorando o si
se habia curado. Por ejemplo, si un gen X esta especificamente metilado en el higado. A continuacién, se espera que
la afectacién metastasica del higado por un cancer (p. €j., cancer colorrectal) aumente la concentraciéon de secuencias
metiladas del gen X en el plasma. También habria otra secuencia o grupos de secuencias con caracteristicas de
metilacién similares a las del gen X. A continuacién, se podrian combinar los resultados de dichas secuencias.
Consideraciones similares son aplicables a otros tejidos, p. €], al cerebro, los huesos, pulmones y rifiones, etc.

Por otra parte, Se sabe que el ADN de distintos érganos presenta distintivos de metilacién especificos de cada tejido
(B. W. Futscher et al. 2002 Nat Genet, 31:175-179; S. S. C. Chim et al. 2008 Clin Chem; 54: 500-511). Por tanto, el
perfil de metilacién en plasma puede utilizarse para dilucidar la contribucién de los tejidos de diversos érganos al
plasma. La dilucidacién de dicha contribucién puede utilizarse para evaluar el dafio orgénico, ya que se cree que el
ADN plasmético se libera cuando las células mueren. Por ejemplo, la patologia hepatica como la hepatitis (p. ej., por
virus, procesos autoinmunitarios, etc.) o la hepatoxicidad (p. ej., sobredosis de farmacos (tal como por paracetamol) o
toxinas (tal como el alcohol) causada por farmacos se asocia con dafio celular hepético y se esperara que se asocie
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con un mayor nivel de ADN derivado del higado en plasma. Por ejemplo, si un gen X esta especificamente metilado
en el higado. A continuacién, se espera que la patologia hepética aumente la concentracién de secuencias metiladas
del gen X en el plasma. Por el contrario, si un gen Y esta especificamente hipometilado en el higado. A continuacién,
se espera que la patologia hepética disminuya la concentracion de secuencias metiladas del gen Y en el plasma. En
otra realizacién mas, el gen X o Y puede ser sustituido por cualquier secuencia genémica que no sea un gen y que
presente una metilacién diferencial en los distintos tejidos del organismo.

Las técnicas descritas en el presente documento también podrian aplicarse a la evaluacién del ADN derivado del
donante en el plasma de los receptores de trasplantes de érganos (Y. M. D. Lo et al. 1998 Lancet; 351:1329-1330).

Se han utilizado diferencias polimérficas entre el donante y el receptor para distinguir el ADN derivado del donante del
ADN derivado del receptor en plasma (Y. W. Zheng et al. 2012 Clin Chem; 58: 549-558). Proponemos que los
distintivos de metilacion especificos del tejido del érgano trasplantado también podrian utilizarse como método para
detectar el ADN del donante en el plasma del receptor.

Al controlar la concentracién de ADN del donante, se podria evaluar de forma no invasiva el estado del 6rgano
trasplantado. Por ejemplo, el rechazo del trasplante se asocia a una mayor tasa de muerte celular y, por tanto, de
concentracién de ADN del donante en el plasma (o suero) del receptor, como refleja el distintivo de metilacién del
6rgano trasplantado, aumentaria en comparacién con el tiempo en que el paciente se encuentra en situacidén estable
0 en comparacion con otros receptores de trasplantes estables o controles sanos sin trasplante. De manera similar a
lo descrito para el cancer, el ADN derivado del donante podria identificarse en el plasma de los receptores de
trasplantes mediante la deteccién de todos o algunos de los rasgos caracteristicos, incluidas las diferencias
polimérficas, el ADN de menor tamafio para los érganos sélidos trasplantados (Y. W. Zheng et al. 2012 Clin Chem;
58: 549-558) y el perfil de metilacién especifico de cada tejido.

H. Normalizacién de la metilacién en funcién del tamafio

Como se ha descrito anteriormente y por Lun et al (F. M. F. Lun et al Clin. Chem. 2013; doi:
10.1373/clinchem.2013.212274), la densidad de metilacién (p. ej., del ADN plasmatico) esta correlacionada con el
tamafio de los fragmentos de ADN. La distribucién de las densidades de metilacién de los fragmentos de ADN
plasmético més cortos fue significativamente inferior a la de los fragmentos mas largos. Proponemos que algunas
afecciones no cancerosas (p. €j., el lupus eritematoso sistémico [LES]) con patrones de fragmentacién anormales del
ADN plasmatico pueden mostrar una aparente hipometilaciéon del ADN plasmatico debido a la presencia de fragmentos
cortos de ADN plasmético mas abundantes, que estdn menos metilados. Dicho de otro modo, la distribucién del
tamafio del ADN plasmatico puede ser un factor de confusién para la densidad de metilaciéon del ADN plasmatico.

La FIG. 34A muestra una distribucién de tamafios del ADN plasmatico en el paciente con LES LES04. Las
distribuciones de tamafio de nueve sujetos de control sanos se muestran como lineas grises punteadas y la de LES04
se muestra como linea sdélida negra. Los fragmentos cortos de ADN plasmatico fueron més abundantes en LES04 que
en los nueve sujetos de control sanos. Dado que los fragmentos de ADN més cortos suelen estar menos metilados,
este patrén de distribucién de tamafios puede confundir el analisis de metilacién para el ADN plasmatico y dar lugar a
una hipometilacién més aparente.

En algunas realizaciones, un nivel de metilacion medido puede normalizarse para reducir el efecto de confusién de la
distribucién de tamafios en el anélisis de metilacién del ADN plasméatico. Por ejemplo, se puede medir el tamafio de
las moléculas de ADN en la pluralidad de sitios. En diversas implementaciones, la medicién puede proporcionar un
tamafio especifico (p. €j., la longitud) a una molécula de ADN o simplemente determinar que el tamafio se encuentra
dentro de un intervalo especifico, que también puede corresponder a un tamafio. El nivel de metilacién normalizado
puede entonces compararse con un valor de corte. Existen varias formas de realizar la normalizacién para reducir el
efecto de confusion de la distribucidn de tamafios en el analisis de metilaciéon del ADN plasmético.

En una realizacién, puede realizarse el fraccionamiento por tamafio del ADN (p. ej., ADN plasmatico). El
fraccionamiento portamafio puede garantizar que se utilicen fragmentos de ADN de un tamafio similar para determinar
el nivel de metilacién de forma coherente con el valor de corte. Como parte del fraccionamiento por tamafio, pueden
seleccionarse fragmentos de ADN que tengan un primer tamafio (p. ej., un primer intervalo de longitudes), donde el
primer valor de corte corresponde al primer tamafio. La normalizacién puede lograrse calculando el nivel de metilacién
utilizando Unicamente los fragmentos de ADN seleccionados.

El fraccionamiento por tamafios puede lograrse de varias maneras, p. €j., bien mediante la separacidn fisica de
moléculas de ADN de diferentes tamafios (p. ej., mediante electroforesis o tecnologias basadas en la microfluidica, o
tecnologias basadas en la centrifugacién), bien mediante anélisis informaticos. Para los anélisis informaticos, en una
realizacién, se puede realizar la secuenciacién masiva en paralelo de ambos extremos de las moléculas de ADN
plasmético. A continuacién, se puede deducir el tamafio de las moléculas secuenciadas por comparacién con la
localizacién de cada uno de los dos extremos de una molécula de ADN plasmatico con un genoma humano de
referencia. A continuacién, se puede realizar un anélisis posterior mediante la seleccién de moléculas de ADN
secuenciadas que coincidan con uno o mas criterios de seleccién de tamafio (p. ej., el criterio de que el tamafio esté
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dentro de un intervalo especificado). Por tanto, en una realizacién, la densidad de metilacién puede analizarse para
fragmentos con un tamafio similar (p. ej., dentro de un intervalo especificado). El valor de corte (p. ej., en el bloque
2840 del método 2800) puede determinarse basédndose en fragmentos dentro del mismo intervalo de tamafio. A modo
de ejemplo, los niveles de metilacién pueden determinarse a partir de muestras que se sabe que tienen cancer o que
no lo tienen, y los valores de corte pueden determinarse a partir de estos niveles de metilacién.

En otra realizacién, se puede determinar una relacién funcional entre la densidad de metilacién y el tamafio del ADN
circulante. La relacidn funcional puede definirse mediante puntos de datos o coeficientes de una funciéon. La relacién
funcional puede proporcionar valores de escala correspondientes a los tamafios respectivos (p. ej., los tamafios més
cortos pueden tener aumentos correspondientes a la metilacién). En diversas implementaciones, el valor de escala
puede estar comprendido entre 0y 1 o ser superior a 1.

La normalizacién puede hacerse a partir de un tamafio promedio. Por ejemplo, puede calcularse un tamafio promedio
correspondiente a las moléculas de ADN utilizadas para calcular el primer nivel de metilacidn, y el primer nivel de
metilacién puede multiplicarse por el valor de escala correspondiente (es decir, correspondiente al tamafio promedio).
Como otro ejemplo, la densidad de metilacion de cada molécula de ADN puede normalizarse en funcién del tamafio
de la molécula de ADN y de la relacién entre el tamafio del ADN y la metilacién.

En otra implementacién, la normalizacién puede hacerse por molécula. Por ejemplo, se puede obtener un tamafio
respectivo de una molécula de ADN en un sitio particular (p. ej., como se ha descrito anteriormente), y se puede
identificar un valor de escala correspondiente al tamafio respectivo a partir de la relacién funcional. Para un calculo no
normalizado, cada molécula se contaria por igual a la hora de determinar un indice de metilacién en el sitio. Para el
calculo normalizado, la contribucién de una molécula al indice de metilacién puede ponderarse mediante el factor de
escala correspondiente al tamafio de la molécula.

Las FIGS. 34B y 34C muestran analisis de metilacién para ADN plasmatico de un paciente con LES LES04 (FIG. 34B)
y un paciente con CHC TBR36 (FIG. 34C). Los circulos exteriores muestran los resultados de Zmet para el ADN
plasmético sin fraccionamiento de tamafios informético. Los circulos interiores muestran los resultados de Zmet para el
ADN plasmético de 130 pb o méas. Para el paciente con LES LES04, el 84 % de los bins mostraron hipometilacion sin
fraccionamiento de tamafios informético. El porcentaje de los bins que mostraban hipometilacién se redujo al 15 %
cuando solo se analizaron fragmentos de 130 pb o mas. Para el paciente con CHC TBR36, el 98,5 % y el 98,6 % de
los bins mostraron hipometilacion para el ADN plasmatico con y sin fraccionamiento de tamafios informatico,
respectivamente. Estos resultados indican que el fraccionamiento de tamafios informatico puede reducir eficazmente
los resultados falsos positivos de hipometilacién relacionados con el aumento de la fragmentacién del ADN plasmatico,
p. €j., en pacientes con LES o en otras afecciones inflamatorias.

En una realizacién, los resultados de los analisis con y sin fraccionamiento por tamafio pueden compararse para indicar
si existe algun efecto de confusién del tamafio en los resultados de metilacién. Por tanto, ademas o en lugar de la
normalizacidn, el calculo de un nivel de metilacién en un tamafio concreto puede utilizarse para determinar si existe la
probabilidad de un falso positivo cuando el porcentaje de bins por encima de un valor de corte difiere con y sin
fraccionamiento por tamafio, o si solo difiere un nivel de metilacién concreto.

Por ejemplo, la presencia de una diferencia significativa entre los resultados de las muestras con y sin fraccionamiento
por tamafio puede utilizarse para indicar la posibilidad de un resultado falso positivo debido a un patrén de
fragmentacion anormal. El umbral para determinar si la diferencia es significativa puede establecerse mediante el
analisis de una cohorte de pacientes con cancer y una cohorte de sujetos de control sin cancer.

1. Anélisis de la hipermetilacién de las islas CpG del genoma en plasma

Ademas de la hipometilacién general, también se observa con frecuencia la hipermetilacién de las islas CpG en los
canceres (S. B. Baylin et al. 2011 Nat Rev Cancer, 11: 726-734; P. A. Jones et al. 2007, Cell; 128: 683-692; M. Esteller
et al. 2007 Nat Rev Genet 2007, 8: 286-298; M. Ehrlich et al. 2002 Oncogene 2002; 21: 5400-5413). En esta seccién,
describimos el uso del analisis genémico de la hipermetilacion de islas CpG para la deteccién y seguimiento de
canceres.

La FIG. 35 es un diagrama de flujo de un método 3500 que determina una clasificacién de un nivel de cancer basado
en la hipermetilacién de islas CpG de acuerdo con realizaciones de la presente invencién. La pluralidad de sitios del
método 2800 puede incluir sitios CpG, en donde los sitios CpG se organizan en una pluralidad de islas CpG, cada isla
CpG incluye uno o mas sitios CpG. Los niveles de metilacién de cada isla CpG pueden utilizarse para determinar la
clasificacién del nivel de céncer.

En el bloque 3510, se identifican las islas CpG que se van a analizar. En este andlisis, como ejemplo, primero definimos
un conjunto de islas CpG para analizar, que se caracterizan por densidades de metilacidén relativamente bajas en el
plasma de los sujetos sanos de referencia. En un aspecto, la variacién de las densidades de metilacién en el grupo de
referencia puede ser relativamente pequefia para permitir detectar mas facilmente la hipermetilacién asociada al
cancer. En una realizacién, las islas CpG tienen una densidad de metilacién media inferior a un primer porcentaje en
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un grupo de referencia, y un coeficiente de variaciéon de la densidad de metilacién en el grupo de referencia es inferior
a un segundo porcentaje.

Como ejemplo, con fines ilustrativos, para la identificacién de las islas CpG Utiles se utilizan los siguientes criterios:
i. La densidad media de metilacién para la isla CpG en el grupo de referencia (p. €j., sujetos sanos) <5 %
i. Elcoeficiente de variacién para el analisis de la densidad de metilacién en plasma para el grupo de referencia
(p. €., sujetos sanos) <30 %.
Estos parametros pueden ajustarse para una aplicacién especifica. De nuestro conjunto de datos, 454 islas CpG del
genoma cumplian estos criterios.

En el bloque 3520, se calcula la densidad de metilacién para cada isla CpG. Las densidades de metilacién se pueden
determinar, como se describe en el presente documento.

En el bloque 3530, se determina si cada una de las islas CpG esta hipermetilada. Por ejemplo, para el analisis de la
hipermetilacién de la isla CpG de un caso analizado, se comparé la densidad de metilacién de cada isla CpG con los
datos correspondientes de un grupo de referencia. La densidad de metilaciéon (un ejemplo de nivel de metilacion)
puede compararse con uno o mas valores de corte para determinar si una isla concreta esta hipermetilada.

En una realizacién, un primer valor de corte puede corresponder a una media de densidades de metilacién para el
grupo de referencia mas un porcentaje especificado. Otro valor de corte puede corresponder a la media de las
densidades de metilaciéon del grupo de referencia mas un numero determinado de deviaciones tipicas. En una
implementacion, se calculé una puntuacidén z (Zmet) y se comparé con los valores de corte. Como ejemplo, una isla
CpG en un sujeto de ensayo (p. €j., un sujeto sometido a un cribado de céncer) se considerd significativamente
hipermetilada si cumplia los siguientes criterios:

i. su densidad de metilacion era superior a la media del grupo de referencia en un 2 %, y

ii. Zmet >3
Estos parametros también pueden ajustarse para una aplicacién especifica.

En el bloque 3540, las densidades de metilaciéon (p. ej., como puntuaciones z) de las islas CpG hipermetiladas se
utilizan para determinar una puntuacién acumulada. Por ejemplo, tras la identificacién de todas las islas CpG
significativamente hipermetiladas, se puede calcular una puntuacién que implique una suma de puntuaciones z o
funciones de puntuaciones z de todas las islas CpG hipermetiladas. Un ejemplo de puntuacién es la puntuacién de
probabilidad acumulada (PA), como se describe en otra seccién. La puntuacién de probabilidad acumulada utiliza Zmet
para determinar la probabilidad de que se produzca dicha observacién por azar de acuerdo con una distribucién de
probabilidad (p. ej., la distribuciéon de probabilidad t de Student con 3 grados de libertad).

En el bloque 3550, la puntuacién acumulada se compara con un umbral acumulado para determinar una clasificacién
de un nivel de cancer. Por ejemplo, si la hipermetilacion total en las islas CpG identificadas es lo suficientemente
grande, entonces el organismo puede ser identificado como enfermo de cancer. En una realizacién, el umbral
acumulado corresponde a la puntuacién acumulada mas alta del grupo de referencia.

IX. METILACION Y ANC

Como se ha mencionado anteriormente, los enfoques de analisis de metilacién descritos en el presente documento
pueden utilizarse junto con otros métodos basados en los cambios genéticos del ADN derivado de tumores en plasma.
Algunos ejemplos de estos métodos son el analisis de aberraciones cromosdmicas asociadas al cancer (K. C. A. Chan
et al. 2013 Clin Chem; 59: 211-224; R. J. Leary et al. 2012 Sci Trans/ Med, 4. 162ral54). En la solicitud de patente de
EE. UU. n.° 13/308.473 se describen algunos aspectos de las aberraciones del nimero de copias (ANC).

A ANC

Las aberraciones del nimero de copias pueden detectarse contando los fragmentos de ADN que se alinean con una
parte concreta del genoma, normalizando el nimero y comparando el nimero con un valor de corte. En diversas
realizaciones, la normalizaciéon puede realizarse mediante un nimero de fragmentos de ADN alineados con otro
haplotipo de la misma parte del genoma (dosificacién relativa de haplotipos (RHDO, Relative Haplotype DOsage)) o
mediante un nimero de fragmentos de ADN alineados con otra parte del genoma.

El método RHDO se basa en el uso de locus heterocigéticos. Las realizaciones descritas en esta seccién también
pueden utilizarse para locus que son homocigéticos comparando dos regiones y no dos haplotipos de la misma regién,
y por lo tanto no son especificos del haplotipo. En un método de dosificacién relativa de regiones cromosémicas, se
compara el nimero de fragmentos de una regién cromosémica (p. ej., determinado por el nimero de las lecturas de
secuencia alineadas con esa regién) con un valor esperado (que puede ser de una regién cromosémica de referencia
o de la misma regién en otra muestra que se sabe que esta sana). De esta manera, un fragmento se contabilizaria
para una regién cromosémica independientemente del haplotipo al que pertenezca la etiqueta secuenciada. Por tanto,
que no contengan locus heterocigéticos. Para realizar la comparacién, una realizacién puede normalizar el nimero de
etiquetas antes de la comparacién. Cada region esté definida por al menos dos locus (que estan separados entre si),
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y los fragmentos de estos locus pueden utilizarse para obtener un valor colectivo sobre la regién.

Se puede calcular un valor normalizado de las lecturas secuenciadas (etiquetas) para una regién concreta dividiendo
el nimero de lecturas secuenciadas que se alinean con esa regidén entre el nimero total de lecturas secuenciadas
alineables con todo el genoma. Este nimero normalizado de etiquetas permite comparar los resultados de una muestra
con los de otra. Por ejemplo, el valor normalizado puede ser la proporcién (p. €j., porcentaje o fraccién) de lecturas
secuenciadas que se espera que procedan de la regidn concreta, como se ha indicado anteriormente. En otras
realizaciones, son posibles otros métodos de normalizacién. Por ejemplo, se puede normalizar dividiendo el nimero
de recuentos de una regién entre el nimero de recuentos de una regidén de referencia (en el caso anterior, la regién
de referencia es todo el genoma). A continuacién, este nUmero normalizado de etiquetas puede compararse con un
valor umbral, que puede determinarse a partir de una 0 mas muestras de referencia que no presenten cancer.

A continuacién, el nUmero normalizado de etiquetas del caso analizado se compararia con el nimero normalizado de
etiquetas de uno o varios sujetos de referencia, p. €j., los que no tienen cancer. En una realizaciéon, la comparacién se
realiza calculando la puntuacidén z del caso para la regidn cromosémica concreta. La puntuacién z puede calcularse
mediante la siguiente ecuacién: puntuacién z = (nUmero normalizado de etiquetas del caso - media)/DT, donde "media"
es el nimero medio normalizado de etiquetas alineadas con la regiéon cromosémica concreta para las muestras de
referencia; y DT es la desviacion tipica del nUmero de nimeros normalizados de etiquetas que se alinean con la regién
concreta para las muestras de referencia. Por consiguiente, la puntuacidén z es el nimero de deviaciones tipicas que
el numero normalizado de etiquetas de una regién cromosémica para el caso analizado se aleja de la media del numero
normalizado de etiquetas para la misma regién cromosémica de uno o més sujetos de referencia.

En la situacién en la que el organismo analizado tiene cancer, las regiones cromosémicas amplificadas en los tejidos
tumorales estarian sobrerrepresentadas en el ADN plasmatico. Esto daria lugar a un valor positivo de la puntuacién z.
Por otra parte, las regiones cromosdmicas suprimidas en los tejidos tumorales estarian infrarrepresentadas en el ADN
plasmético. Esto daria lugar a un valor negativo de la puntuacién z. La magnitud de la puntuacién z viene determinada
por varios factores.

Uno de los factores es la concentracion fraccional de ADN derivado del tumor en la muestra biolégica (p. €j., plasma).
Cuanto mayor sea la concentracién fraccional de ADN derivado del tumor en la muestra (p. ej., plasma), mayor sera
la diferencia entre el nimero normalizado de etiquetas del caso probado y los casos de referencia. Por consiguiente,
se obtendria una mayor magnitud de la puntuacién z.

Otro factor es la variacién del nimero normalizado de etiquetas en uno o varios casos de referencia. Con el mismo
grado de sobrerrepresentacidén de la regiéon cromosémica en la muestra biolégica (p. ej., plasma) del caso analizado,
una variacién menor (es decir, una desviacién tipica menor) del nimero normalizado de marcas en el grupo de
referencia daria lugar a una puntuaciéon z mayor. De manera similar, con el mismo grado de infrarrepresentacién de la
regién cromosémica en la muestra biolégica (p. ej., plasma) del caso analizado, una desviacién tipica menor del
ndmero normalizado de marcas en el grupo de referencia daria lugar a una puntuacién z mas negativa.

Otro factor es la magnitud de la aberracién cromosdmica en los tejidos tumorales. La magnitud de la aberracién
cromosémica se refiere a los cambios en el niUmero de copias de la regién cromosdmica concreta (ganancia o pérdida).
Cuanto mayores sean los cambios en el nimero de copias en los tejidos tumorales, mayor sera el grado de
sobrerrepresentacién o infrarrepresentacion de la region cromosédmica concreta en el ADN plasmatico. Por ejemplo,
la pérdida de ambas copias del cromosoma daria lugar a una mayor infrarrepresentacién de la regién cromosdmica
en el ADN plasmético que la pérdida de una de las dos copias del cromosoma y, por consiguiente, dio lugar a una
puntuacién z mas negativa. Habitualmente, existen multiples aberraciones cromosémicas en los cénceres. Las
aberraciones cromosdmicas de cada céancer pueden variar ademas por su naturaleza (es decir, amplificacién o
delecién), su grado (ganancia o pérdida de una o varias copias) y su extension (tamafio de la aberracién en términos
de longitud cromosémica).

La precision de la medicién del nimero normalizado de etiquetas se ve afectada por el nUmero de moléculas
analizadas. Prevemos que seria necesario analizar 15.000, 60.000 y 240.000 moléculas para detectar aberraciones
cromosémicas con un cambio de copia (ya sea ganancia o pérdida) cuando la concentraciéon fraccional es de
aproximadamente el 125%, 6,3% y 3,2%, respectivamente. En la publicacién de patente de EE. UU.
n.° 2009/0029377 titulada "Diagnosing Fetal Chromosomal Aneuploidy Using Massively Parallel Genomic Sequencing”
de Lo et al. se describen més detalles sobre el nimero de etiquetas para la deteccién del cancer en diferentes regiones
cromosémicas.

Las realizaciones también pueden utilizar el analisis de tamafio, en lugar del método de niumero de etiquetas. También
puede utilizarse el anélisis de tamafio, en lugar de un nimero normalizado de etiquetas. El analisis del tamafio puede
utilizar varios parametros, como se menciona en el presente documento, y en la solicitud de patente de
EE. UU. n.° 12/940.992. Por ejemplo, pueden utilizarse los valores Q o F anteriores. Estos valores de tamafio no
necesitan una normalizacién por nimeros de otras regiones, ya que estos valores no escalan con el nimero de
lecturas. También se pueden utilizar técnicas de los métodos haplotipo-especificos, tales como el método RHDO
descrito anteriormente y con mas detalle en la solicitud de patente de EE.UU. n.° 13/308.473, para los métodos no
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especificos. Por ejemplo, se pueden utilizar técnicas que implican la profundidad y el perfeccionamiento de una regién.
En algunas realizaciones, al comparar dos regiones, puede tenerse en cuenta el sesgo de GC de una regién concreta.
Dado que el método RHDO utiliza la misma regidn, tal correccién no es necesaria.

Aunque algunos tipos de cancer pueden presentar aberraciones en determinadas regiones cromosdmicas, estos
canceres no siempre presentan exclusivamente aberraciones en dichas regiones. Por ejemplo, otras regiones
cromosémicas podrian mostrar aberraciones, y la localizacidén de dichas regiones adicionales puede ser desconocida.
De manera adicional, al examinar a los pacientes para identificar las primeras fases del céncer, se puede querer
identificar una amplia seleccién de canceres, que podria mostrar aberraciones presentes en todo el genoma. Para
hacer frente a estas situaciones, pueden analizar una pluralidad de regiones de forma sistematica para determinar qué
regiones muestran aberraciones. Se puede utilizar el nimero de aberraciones y su localizacién (p. ej., si son
contiguas), por ejemplo, para confirmar las aberraciones, determinar el estadio del cancer, proporcionar un diagnéstico
de cancer (p. €j., si el nUmero es superior a un valor umbral), y proporcionar un pronéstico basado en el niUmero y la
ubicacién de varias regiones que presentan una aberracién.

En consecuencia, algunas realizaciones pueden identificar si un organismo tiene cancer basandose en el nimero de
regiones que muestran una aberracion. Por tanto, se puede probar una pluralidad de regiones (p. ej., 3000) para
identificar un nimero de regiones que presentan una aberracién. Las regiones pueden abarcar todo el genoma o solo
partes de él, p. e]., regién no repetida.

La FIG. 36 es un diagrama de flujo que ilustra un método 3600 de analisis de una muestra biolégica de un organismo
para identificar el origen de una aberracién cromosémica de acuerdo con realizaciones de la presente invencion. La
muestra bioldgica incluye moléculas de acido nucleico (también llamadas fragmentos).

En el bloque 3610, se identifica una pluralidad de regiones (p. €j., regiones no solapadas) del genoma del organismo.
Cada regién cromosdmica incluye una pluralidad de locus. Una regién puede tener un tamafio de 1 Mb o cualquier
otro de igual tamafio. Para la situacién de una regién de 1 Mb de tamafio, el genoma completo puede incluir entonces
aproximadamente 3000 regiones, cada una de tamafio y ubicacién predeterminados. Dichas regiones
predeterminadas pueden variar para adaptarse a la longitud de un cromosoma concreto 0 a un nimero especificado
de regiones que se vayan a utilizar, asi como a cualquier otro criterio mencionado en el presente documento. Si las
regiones tienen longitudes diferentes, estas longitudes pueden utilizarse para normalizar los resultados, p. €j., como
se describe en el presente documento. Las regiones pueden seleccionarse especificamente en funcién de
determinados criterios del organismo especifico y/o en funcién del conocimiento del cancer que se esta analizando.
Las regiones también pueden seleccionarse arbitrariamente.

En el bloque 3620, se identifica una localizacién de la molécula de acido nucleico en un genoma de referencia del
organismo para cada una de una pluralidad de moléculas de &cido nucleico. La ubicacién puede determinarse de
cualquiera de las formas mencionadas, p. €j., secuenciando los fragmentos para obtener etiquetas secuenciadas y
alineando las etiquetas secuenciadas con el genoma de referencia. También se puede determinar el haplotipo
particular de una molécula para los métodos especificos de haplotipo.

Los bloques 3630-3650 se realizan para cada una de las regiones cromosdmicas. En el bloque 3630, se identifica un
grupo respectivo de moléculas de 4cido nucleico como perteneciente a la regién cromosdmica basandose en las
ubicaciones identificadas. El grupo respectivo puede incluir al menos una molécula de acido nucleico ubicada en cada
uno de la pluralidad de locus de la regién cromosémica. En una realizacidn, el grupo pueden ser fragmentos que se
alinean con un haplotipo concreto de la regién cromosémica, p. ej., como en el método RHDO anterior. En otra
realizacién, el grupo puede ser de cualquier fragmento que se alinee con la regién cromosémica.

En el bloque 3640, un sistema informatico calcula un valor respectivo del grupo respectivo de moléculas de acido
nucleico. El valor respectivo define una propiedad de las moléculas de acido nucleico del grupo respectivo. El valor
respectivo puede ser cualquiera de los valores aqui mencionados. Por ejemplo, el valor puede ser el niUmero de
fragmentos del grupo o un valor estadistico de una distribuciéon de tamafios de los fragmentos del grupo. El valor
respectivo también puede ser un valor normalizado, p. €j., un nimero de etiquetas de la regidn dividido entre el nimero
total de nimeros de etiquetas de la muestra o el nimero de nimeros de etiquetas de una regidn de referencia. El valor
respectivo también puede ser una diferencia o una proporcién con respecto a otro valor (p. ej., en RHDO), de la regién.

En el bloque 3650, el valor respectivo se compara con un valor de referencia para determinar una clasificacién de si
la primera regién cromosdmica presenta una delecién o una amplificacién. Este valor de referencia puede ser cualquier
umbral o valor de referencia descrito en el presente documento. Por ejemplo, el valor de referencia podria ser un valor
umbral determinado para muestras normales. Para RHDO, el valor respectivo podria ser la diferencia o la proporcién
de nimeros de marcas para los dos haplotipos, y el valor de referencia puede ser un umbral para determinar que
existe una desviacién estadisticamente significativa. Como otro ejemplo, el valor de referencia podria ser el nimero
de etiquetas o el valor de tamafio para otro haplotipo o regién, y la comparacién puede incluir tomar una diferencia o
una proporcién (o funcién de los mismos) y luego determinar si la diferencia o proporcién es mayor que un valor umbral.

El valor de referencia puede variar en funcién de los resultados de otras regiones. Por ejemplo, si las regiones vecinas
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también muestran una desviacién (aunque sea pequefia en comparacién con un umbral, p. €j., una puntuacién z de
3), puede utilizarse un umbral mas bajo. Por ejemplo, si tres regiones consecutivas superan un primer umbral, entonces
el cancer puede ser mas probable. Por tanto, este primer umbral puede ser inferior a otro umbral necesario para
identificar el cancer de regiones no consecutivas. Tener tres regiones (0 mas de tres) que presenten incluso una
pequefia desviacién puede tener una probabilidad de efecto fortuito lo suficientemente baja como para que se
conserven la sensibilidad y la especificidad.

En el bloque 3660, se determina una cantidad de regiones genémicas clasificadas como que presentan una delecién
o una amplificacién. Las regiones cromosémicas que se cuentan pueden tener restricciones. Por ejemplo, solo pueden
contarse las regiones contiguas con al menos otra regién (o puede exigirse que las regiones contiguas tengan un
tamafio determinado, p. €j., 4 0 mas regiones). Para las realizaciones en las que las regiones no son iguales, el nimero
también puede representar las longitudes respectivas (p. €j., el nUmero podria ser una longitud total de las regiones
aberrantes).

En el bloque 3670, la cantidad se compara con un valor umbral de cantidad para determinar una clasificacién de la
muestra. Como ejemplos, la clasificaciéon puede ser si el organismo tiene cancer, un estadio del cancer y un pronéstico
del mismo. En una realizaciéon, se cuentan todas las regiones aberrantes y se utiliza un Unico valor umbral
independientemente de dénde aparezcan las regiones. En otra realizacién, un valor umbral puede variar en funcién
de las ubicaciones y del tamafio de las regiones que se cuentan. Por ejemplo, se puede comparar la cantidad de
regiones en un cromosoma o brazo de un cromosoma en particular con un umbral para ese cromosoma (0 brazo) en
particular. Se pueden utilizar varios umbrales. A modo de ejemplo, la cantidad de regiones aberrantes en un
cromosoma (o brazo) concreto debe ser superior a un primer valor umbral, y la cantidad total de regiones aberrantes
en el genoma debe ser superior a un segundo valor umbral. El valor umbral puede ser un porcentaje de las regiones
que se determina que presentan una delecién o una amplificacion.

Este valor umbral para la cantidad de regiones también puede depender de lo fuerte que sea el desequilibrio de las
regiones contadas. Por ejemplo, la cantidad de regiones que se utilizan como umbral para determinar una clasificacién
de cancer puede depender de la especificidad y la sensibilidad (umbral aberrante) utilizadas para detectar una
aberracidén en cada regién. Por ejemplo, si el umbral aberrante es bajo (p. ej., puntuacidén z de 2), entonces el umbral
de cantidad puede seleccionarse para que sea alto (p. €j., 150). Sin embargo, si el umbral aberrante es alto (p. €j., una
puntuacién z de 3), el umbral de cantidad puede ser mas bajo (p. €j., 50). La cantidad de regiones que muestran una
aberracion también puede ser un valor ponderado, p. €j., una regién que muestre un gran desequilibrio puede tener
una ponderacién mas alta que una regién que solo muestre un pequefio desequilibrio (es decir, hay mas clasificaciones
que solo positiva y negativa para la aberracién). Como ejemplo, se puede utilizar una suma de puntuaciones z,
utilizando asi los valores ponderados.

En consecuencia, la cantidad (que puede incluir el niUmero y/o el tamafio) de regiones cromosémicas que muestren
una sobrerrepresentacién o infrarrepresentacién significativa de un nimero normalizado de etiquetas (u otro valor
respectivo para la propiedad del grupo) puede utilizarse para reflejar la gravedad de la enfermedad. La cantidad de
regiones cromosémicas con un numero de etiquetas normalizado aberrante puede determinarse mediante dos
factores, en concreto, el nUmero (o tamafio) de aberraciones cromosémicas en los tejidos tumorales y la concentracion
fraccional de ADN derivado del tumor en la muestra biolégica (p. €j., plasma). Los cdnceres mas avanzados tienden a
presentar més aberraciones cromosémicas (y de mayor tamafio). Por consiguiente, mas aberraciones cromosdmicas
asociadas al cancer serian potencialmente detectables en la muestra (p. €j., plasma). En pacientes con cancer mas
avanzado, la mayor carga tumoral conduciria a una mayor concentracién fraccional de ADN derivado del tumor en el
plasma. Como resultado, las aberraciones cromosdmicas asociadas al tumor se detectarian méas facilmente en la
muestra de plasma.

Un posible enfoque para mejorar la sensibilidad sin sacrificar la especificidad es tener en cuenta el resultado del
segmento cromosémico adyacente. En una realizacién, el valor de corte para la puntuacién z sigue siendo >2 y <-2.
Sin embargo, una regién cromosémica se clasificaria como potencialmente aberrante solo cuando dos segmentos
consecutivos mostraran el mismo tipo de aberraciones, p. ej.,, ambos segmentos tuvieran una puntuacién z >2. En
otras realizaciones, la puntuacién z de los segmentos vecinos puede sumarse utilizando un valor de corte més alto.
Por ejemplo, se pueden sumar las puntuaciones z de tres segmentos consecutivos y utilizar un valor de corte de 5.
Este concepto puede ampliarse a més de tres segmentos consecutivos.

La combinacién de umbrales de cantidad y aberracién también puede depender de la finalidad del anélisis y de
cualquier conocimiento previo del organismo (o falta del mismo). Por ejemplo, si se realiza un cribado de cancer a una
poblacién sana normal, entonces uno normalmente usaria alta especificidad, potencialmente tanto en la cantidad de
regiones (es decir, un umbral alto para el niUmero de regiones) como un umbral aberrante para cuando se identifica
que una regién tiene una aberracién. Sin embargo, en un paciente con mayor riesgo (p. €j., un paciente que se queja
de un bulto o de antecedentes familiares, fumador, portador crénico del virus del papiloma humano (VPH), portador
del virus de la hepatitis o portador de otro virus) entonces los umbrales podrian ser més bajos para tener mas
sensibilidad (menos falsos negativos).

En una realizacién, si se utiliza una resolucién de 1 Mb y un limite de deteccién inferior del 6,3 % del ADN derivado
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del tumor para detectar una aberraciéon cromosédmica, el nimero de moléculas en cada segmento de 1 Mb tendria que
ser de 60.000. Esto se traduciria en aproximadamente 180 millones (60.000 lecturas/Mb x 3000 Mb) de lecturas
alineables para todo el genoma.

Un tamafio de segmento més pequefio proporcionaria una mayor resolucién para detectar aberraciones cromosdmicas
més pequefias. Sin embargo, esto aumentaria la exigencia del nimero de moléculas que se van a analizar en total.
Un mayor tamafio del segmento reduciria el nimero de moléculas necesarias para el anélisis a expensas de la
resolucién. Por lo tanto, solo pueden detectarse las aberraciones de mayor tamafio. En una implementacién, podrian
utilizarse regiones mas extensas, los segmentos que muestran una aberracién podrian subdividirse y estas
subregiones analizarse para obtener una mejor resolucidn (p. ej.,, como se ha descrito anteriormente). Si se dispone
de una estimacién del tamafio de la delecién o amplificaciéon que debe detectarse (o de la concentracién minima que
debe detectarse), se puede determinar el nimero de moléculas que hay que analizar.

B. ANC basadas en la secuenciacién del ADN plasmatico tratado con bisulfito

La hipometilacién genémica y las ANC pueden observarse con frecuencia en los tejidos tumorales. En el presente
documento, demostramos que la informacién de las ANC y los cambios de metilacién asociados al cancer pueden
obtenerse simultaneamente a partir de la secuenciaciéon con bisulfito del ADN plasmaético. Como los dos tipos de
analisis pueden realizarse con el mismo conjunto de datos, practicamente no hay coste adicional para el analisis de
las ANC. Otras realizaciones pueden utilizar procedimientos diferentes para obtener la informacién de metilacién y la
informacién genética. En otras realizaciones, se puede realizar un analisis similar para la hipermetilacién asociada al
cancer junto con el anélisis de las ANC.

La FIG. 37A muestra el anélisis de las ANC para tejidos tumorales, ADN plasmatico no tratado con bisulfito (BS) y
ADN plasmatico tratado con bisulfito (de dentro a fuera) para el paciente TBR36. La FIG. 37A muestra el anélisis de
las ANC para tejidos tumorales, ADN plasmatico no tratado con bisulfito (BS) y ADN plasmético tratado con bisulfito
(de dentro a fuera) para el paciente TBR36. El anillo mas externo muestra el ideograma cromosémico. Cada punto
representa el resultado de una regién de 1 Mb. Los puntos verdes, rojos y grises representan regiones con ganancia
de nimero de copias, pérdida de nimero de copias y sin cambio en el nimero de copias, respectivamente. Para el
analisis de plasma, se muestran las puntuaciones z. Entre dos lineas concéntricas hay una diferencia de 5. Para el
analisis de tejido tumoral, se muestra el nimero de copia. Hay una diferencia de copias entre dos lineas concéntricas.
La FIG. 38A muestra el anélisis de las ANC para tejidos tumorales, ADN plasmatico no tratado con bisulfito (BS) y
ADN plasmético tratado con bisulfito (de dentro a fuera) para el paciente TBR34. Los patrones de ANC detectados en
las muestras de plasma tratadas con bisulfito y no tratadas con bisulfito fueron concordantes.

Los patrones de ANC detectados en los tejidos tumorales, el plasma no tratado con bisulfito y el plasma tratado con
bisulfito fueron concordantes. Para seguir evaluando la concordancia entre los resultados del plasma tratado con
bisulfito y el no tratado con bisulfito, se construye un gréafico de dispersiéon. La FIG. 37B es un grafico de dispersién
que muestra la relacién entre las puntuaciones z para la deteccién de ANC utilizando plasma tratado con bisulfito y no
tratado con bisulfito de los bins de 1 Mb para el paciente TBR36. Se observé una correlaciéon positiva entre las
puntuaciones z de los dos anélisis (r = 0,89, p <0,001, correlacién de Pearson). La FIG. 38B es un gréfico de dispersién
que muestra la relacidén entre las puntuaciones z para la deteccién de las ANC utilizando plasma tratado con bisulfito
y no tratado con bisulfito de los bins de 1 Mb para el paciente TBR34. Se observd una correlacién positiva entre las
puntuaciones z de los dos analisis (r = 0,81, p <0,001, correlaciéon de Pearson).

C. Analisis sinérgico de los cambios de las ANC y metilacién asociados al cancer

Como se ha descrito anteriormente, el analisis de las ANC puede implicar el recuento del niUmero de lecturas de
secuencias en cada regién de 1 Mb, mientras que el analisis de la densidad de metilacion puede implicar la deteccién
de la proporcién de restos de citosina en dinucleétidos CpG metilados. La combinacion de estos dos anélisis puede
aportar informacién sinérgica para la deteccién del cancer. Por ejemplo, la clasificacién de metilacién y la clasificacién
de las ANC pueden utilizarse para determinar una tercera clasificacién de un nivel de cancer.

En una realizacién, la presencia de ANC asociadas al cancer o de un cambio en la metilacién puede utilizarse para
indicar la posible presencia de un cancer. En tal realizacién, la sensibilidad de la deteccién del cancer puede aumentar
cuando las ANC o los cambios de metilacién estan presentes en el plasma de un sujeto analizado. En otra realizacién,
la presencia de ambos cambios puede utilizarse para indicar la presencia de un céncer. En tal realizacién, la
especificidad de la prueba puede mejorarse porque cualquiera de los dos tipos de cambios puede detectarse
potencialmente en algunos sujetos que no padecen cancer. Por tanto, la tercera clasificacion puede ser positiva para
el cancer solo cuando tanto la primera clasificacién como la segunda indican cancer.

Se reclutaron 26 pacientes con CHC y 22 sujetos sanos. Se recogié una muestra de sangre de cada sujeto y se
secuencié el ADN plasmético tras el tratamiento con bisulfito. Para los pacientes con CHC, las muestras de sangre se
recogieron en el momento del diagnéstico. La presencia de cantidades significativas de ANC fue, por ejemplo, definida
como la que tiene >5 % de los BINS que muestran una puntuacién z de <-3 o >3. La presencia de cantidades
significativas de hipometilaciéon asociada al cancer se definié como la existencia de >3 % de los BINS que mostraban
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una puntuacién z de <-3. Como ejemplos, la cantidad de regiones (bins) puede expresarse como un numero bruto de
bins, un porcentaje y una longitud de los bins.

La Tabla 3 muestra la deteccién de cantidades significativas de ANC y cambios de metilacién en el plasma de 26
pacientes con CHC mediante secuenciacién masiva paralela en ADN plasmético tratado con bisulfito.

ANC

Presencia | Ausencia

Cambio de Presencia | 12 6
metilacién

Ausencia |1 7

Tabla 3

Las tasas de deteccion de cambios de metilacidn asociados al cancer y de ANC fueron del 69 % y del 50 %,
respectivamente. La tasa de deteccién (es decir, la sensibilidad diagnéstica) mejoré hasta el 73 % si se utilizaba la
presencia de cualquiera de los dos criterios para indicar la posible presencia de un céncer.

Se muestran los resultados de dos pacientes con presencia de ANC (FIG. 39A) o cambios de metilacién (FIG. 39B).
La FIG. 39A es un diagrama Circos que muestra las ANC (anillo interior) y el anélisis de metilacién (anillo exterior)
para el plasma tratado con bisulfito de un paciente con CHC TBR240. Para el analisis de las ANC, los puntos verdes,
rojos y grises representan regiones con ganancia o pérdida cromosémica y sin cambio en el nimero de copias,
respectivamente. Para el andlisis de metilacién, los puntos verdes, rojos y grises representan regiones con
hipermetilacién, hipometilacién y metilacién normal, respectivamente. En este paciente, se detecté ANC asociadas al
cancer en el plasma, mientras que el analisis de metilacién no revelé cantidades significativas de hipometilacién
asociada al cancer. La FIG. 39B es un diagrama Circos que muestra las ANC (anillo interior) y el analisis de metilacién
(anillo exterior) para el plasma tratado con bisulfito de un paciente con CHC TBR164. En este paciente, se detecté
hipometilacion asociada al cancer en el plasma. Sin embargo, no se observaron cantidades significativas de ANC. En
las FIGS. 48A (TBR36) y 49A (TBR34) se muestran los resultados de dos pacientes que mostraban la presencia de
cambios tanto en las ANC como en la metilacién.

La Tabla 4 muestra la deteccién de cantidades significativas de ANC y cambios de metilacién en el plasma de 22
sujetos de control mediante secuenciacién paralela masiva en ADN plasmatico tratado con bisulfito. Se utilizé un
enfoque de bootstrapping (es decir, leave-one-out) para la evaluacién de cada uno de los sujetos de control. Por tanto,
cuando se evalu6 un sujeto en concreto, los otros 21 sujetos se utilizaron para el célculo de la media y la DT del grupo
de control.

ANC

Presencia | Ausencia

Cambio de Presencia |1 2
metilacion

Ausencia |1 18

Tabla 4

La especificidad de la deteccidén de cantidades significativas de cambio de metilacién y ANC fueron del 86 % y el 91 %,
respectivamente. La especificidad mejor6 hasta el 95 % si se exigia la presencia de ambos criterios para indicar la
posible presencia de un céancer.

En una realizacién, las muestras positivas para las ANC y/o hipometilacién se consideran positivas para cancer, y las
muestras en las que ambos son indetectables se consideran negativas. El uso de la l6gica "0" proporciona una mayor
sensibilidad. En otra realizacién, solo las muestras que son positivas tanto para las ANC como para hipometilacién se
consideran positivas para cancer, proporcionando asi una mayor especificidad. En otra realizacién mas, pueden
utilizarse tres niveles de clasificacion. Los sujetos se clasifican en i. ambos normales; ii. un anormal; iii. ambos
anormales.

Se pueden utilizar diferentes estrategias de seguimiento para estas tres clasificaciones. Por ejemplo, los sujetos de
(iii) pueden someterse al protocolo de seguimiento més intensivo, p. €j., con imagenes de todo el cuerpo; los sujetos
de (ii) pueden someterse a un protocolo de seguimiento menos intensivo, p. ej., repetir la secuenciaciéon del ADN
plasmético tras un intervalo de tiempo relativamente corto de varias semanas; y los sujetos de (i) pueden someterse
al protocolo de seguimiento menos intensivo, como repetir las pruebas al cabo de varios afios. En otras realizaciones,
las mediciones de metilacion y ANC pueden utilizarse junto con otros parametros clinicos (p. €j., resultados de
imagenes o bioquimica sérica) para afinar aiin més la clasificacién.
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D. Valor pronéstico del anélisis del ADN plasmético tras un tratamiento con intencién curativa

La presencia de ANC y/o cambios de metilaciéon asociados al cancer en plasma indicaria la presencia de ADN derivado
del tumor en el sistema circulatorio del paciente con cancer. Se esperaria una reduccién o desaparicién de estos
cambios asociados al cancer tras el tratamiento (p. ej., cirugia). Por otra parte, la persistencia de estos cambios en el
plasma después del tratamiento podria indicar la eliminacién incompleta de todas las células tumorales del organismo
y puede ser un pronéstico Util de la recurrencia de la enfermedad.

Se recogieron muestras de sangre de los dos pacientes con CHC TBR34 y TBR36 una semana después de la
reseccion quirdrgica con intencién curativa de los tumores. Se realizaron anélisis de las ANC y la metilacién en las
muestras de plasma tras el tratamiento tratadas con bisulfito.

La FIG. 40A muestra el analisis de ANC en ADN plasmatico tratado con bisulfito recogido antes (anillo interior) y
después (anillo exterior) de la reseccién quirdrgica del tumor del paciente con CHC TBR36. Cada punto representa el
resultado de una regién de 1 Mb. Los puntos verdes, rojos y grises representan regiones con ganancia de nimero de
copias, pérdida de numero de copias y sin cambio en el nimero de copias, respectivamente. La mayor parte de las
ANC observada antes del tratamiento desapareci6 tras la reseccién del tumor. La proporcién de bins que mostraban
una puntuacién z de <-3 o0 >3 disminuy6 del 25 % al 6,6 %.

La FIG. 40B muestra el analisis de metilacién en ADN plasmatico tratado con bisulfito recogido antes (anillo interior) y
después (anillo exterior) de la reseccién quirdrgica del tumor del paciente con CHC TBR36. Los puntos verdes, rojos
y grises representan regiones con hipermetilacion, hipometilacién y metilacién normal, respectivamente. Se produjo
una marcada reduccidn en la proporcién de bins que mostraban una hipometilacién significativa, del 90 % al 7,9 %, y
el grado de hipometilacién también mostré una marcada reduccion. Este paciente tuvo una remisién clinica completa
22 meses después de la reseccion del tumor.

La FIG. 41A muestra el analisis de ANC en ADN plasmatico tratado con bisulfito recogido antes (anillo interior) y
después (anillo exterior) de la reseccién quirtrgica del tumor del paciente con CHC TBR34. Aunque hay una reduccién
tanto en el nimero de bins que muestran ANC como en la magnitud de ANC en los bins afectados tras la reseccién
quirdrgica del tumor, pudo observarse ANC residuales en la muestra de plasma postoperatoria. El circulo rojo destaca
la regién en la que las ANC residuales eran mas evidentes. La proporcién de bins que mostraban una puntuacién z de
<-3 0 >3 disminuyé del 57 % al 12 %.

La FIG. 41B muestra el analisis de metilacién en ADN plasmatico tratado con bisulfito recogido antes (anillo interior) y
después (anillo exterior) de la reseccidén quirargica del tumor del paciente con CHC TBR34. La magnitud de la
hipometilacion disminuyd tras la reseccién del tumor, con una puntuacién z media para los bins hipometilados que se
redujo de -7,9 a -4,0. Sin embargo, la proporcidén de bins con una puntuacién z <-3 mostré un cambio opuesto, con un
aumento del 41 % al 85 %. Esta observacién indica potencialmente la presencia de células cancerosas residuales tras
el tratamiento. Desde el punto de vista clinico, se detectaron multiples focos de nédulos tumorales en el resto del
higado no resecado a los 3 meses de la reseccién tumoral. Se observaron metéstasis pulmonares a partir del 4.° mes
tras la cirugia. El paciente fallecié de recidiva local y enfermedad metastasica 8 meses después de la operacion.

Las observaciones en estos dos pacientes (TBR34 y TBR36) indican que la presencia de cambios residuales de ANC
e hipometilacién asociados al cancer puede utilizarse para el seguimiento y pronéstico de pacientes con cancer tras
tratamientos con intencién curativa. Los datos también mostraron que el grado de cambio en la cantidad de ANC
plasméticas detectada puede utilizarse de forma sinérgica con la evaluacién del grado de cambio en la extensién de
la hipometilacién del ADN plasmético para el pronéstico y la monitorizacidn de la eficacia del tratamiento.

En consecuencia, en algunas realizaciones, una muestra biolégica se obtiene antes del tratamiento y una segunda
muestra biolégica se obtiene después del tratamiento (p. ej., cirugia). Los primeros valores se obtienen para la primera
muestra, tal como las puntuaciones z de las regiones (p. €j., los niveles de metilaciéon de las regiones y los valores
normalizados de ANC) y el nimero de regiones que muestran hipometilacién y ANC (p. ej., amplificacién o delecion).
Los segundos valores pueden obtenerse para la segunda muestra. En otra realizacion, una tercera, o incluso muestras
adicionales, se pueden obtener después del tratamiento. El niUmero de regiones que muestran hipometilacion y ANC
(p. €j., amplificacion o delecién) puede obtenerse a partir de la tercera muestra o incluso de muestras adicionales.

Como se ha descrito anteriormente para las FIGS. 40A y 41A, el primer nimero de regiones que muestran
hipometilacion para la primera muestra puede compararse con la segunda cantidad de regiones que muestran
hipometilacion para la segunda muestra. Como se ha descrito anteriormente para las FIGS. 40B y 41B, la primera
cantidad de regiones que muestran hipometilacién para la primera muestra puede compararse con la segunda cantidad
de regiones que muestran hipometilaciéon para la segunda muestra. La comparacién de la primera cantidad con la
segunda cantidad y del primer nimero con el segundo nimero puede utilizarse para determinar un prondstico del
tratamiento. En diversas realizaciones, solo una de las comparaciones puede ser determinante para el pronéstico o
pueden utilizarse ambas. En las realizaciones en las que se obtiene la tercera muestra o incluso muestras adicionales,
una o mas de estas muestras pueden utilizarse para determinar el pronéstico del tratamiento, por si solas o junto con
la segunda muestra.
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En una implementacién, se predice que el pronéstico es peor cuando una primera diferencia entre la primera cantidad
y la segunda cantidad esta por debajo de un primer umbral de diferencia. En otra implementacién, se predice que el
prondstico es peor cuando una segunda diferencia entre el primer nimero y el segundo nimero esté por debajo de un
segundo umbral de diferencia. EI umbral puede ser el mismo o diferente. En una realizacién, el primer umbral de
diferencia y el segundo umbral de diferencia son cero. Por tanto, para el ejemplo anterior, la diferencia entre los valores
de metilacion indicaria un peor pronéstico para el paciente TBR34.

Un pronéstico puede ser mejor si la primera diferencia y/o la segunda diferencia estan por encima de un mismo umbral
o de umbrales respectivos. La clasificacién para el pronéstico puede depender de lo por encima o por debajo del
umbral que estén las diferencias. Se pueden utilizar varios umbrales para obtener diversas clasificaciones. Las
diferencias mayores pueden predecir mejores resultados y las diferencias menores (e incluso valores negativos)
pueden predecir peores resultados.

En algunas realizaciones, también se anotan los momentos en que se toman las distintas muestras. Con tales
parametros temporales, se podria determinar la cinética o la tasa de cambio de la cantidad. En una realizacién, una
reduccién rapida de la hipometilacién asociada al tumor en plasma y/o una reduccién rapida de las ANC asociadas al
tumor en plasma seran predictoras de un buen pronéstico. Por el contrario, un aumento estatico o rapido de la
hipometilacion asociada al tumor en plasma y/o un aumento estético o rapido del ANC asociado al tumor seran
predictivos de mal pronéstico. Las mediciones de metilacién y ANC pueden utilizarse junto con otros parametros
clinicos (p. ej., resultados de imagenes o marcadores de bioquimica o proteinas séricas) para predecir el resultado
clinico.

Las realizaciones pueden utilizar otras muestras ademas de plasma. Por ejemplo, las aberraciones de metilacién
asociadas a tumores (p. ej., hipometilacién) y/o las ANC asociadas a tumores pueden medirse a partir de células
tumorales que circulan en la sangre de pacientes con cancer, a partir de ADN extracelular o de células tumorales en
la orina, heces, saliva, esputo, liquido biliar, liquido pancreatico, hisopos cervicales, secreciones del aparato genital
(p. €., de la vagina), liquido ascitico, liquido pleural, semen, sudor y lagrimas.

En diversas realizaciones, las aberraciones de metilacién asociadas a tumores (p. ej., hipometilacién) y/o las ANC
asociadas a tumores pueden detectarse a partir de la sangre o el plasma de pacientes con cancer de mama, cancer
de pulmdn, cancer colorrectal, cancer pancreético, cancer de ovario, carcinoma nasofaringeo, cancer cervicouterino,
melanoma, tumores cerebrales, etc. En efecto, como la metilacién y las alteraciones genéticas como las ANC son
fendbmenos universales en el cancer, los enfoques descritos pueden utilizarse para todos los tipos de cancer. Las
mediciones de metilacién y ANC pueden utilizarse junto con otros parametros clinicos (p. ej., resultados de imagenes)
para predecir el resultado clinico. Las realizaciones también pueden utilizarse para el cribado y seguimiento de
pacientes con lesiones preneoplasicas, p. €j., adenomas.

En consecuencia, en una realizacién, la muestra biolégica se toma antes del tratamiento, y las mediciones de ANC y
metilacién se repiten después del tratamiento. Las mediciones pueden producir una primera cantidad posterior de
regiones que se determina que presentan una delecién o una amplificacién y pueden producir una segunda cantidad
posterior de regiones que se determina que tienen un nivel de metilacién de regién que excede el valor de corte de
regién respectivo. La primera cantidad puede compararse con la primera cantidad posterior, y la segunda cantidad
puede compararse con la segunda cantidad posterior para determinar un pronéstico del organismo.

La comparacién para determinar el pronéstico del organismo puede incluir la determinacidén de una primera diferencia
entre la primera cantidad y la primera cantidad posterior, y la primera diferencia puede compararse con uno 0 mas
umbrales de primera diferencia para determinar un pronéstico. La comparacién para determinar el pronéstico del
organismo también puede incluir la determinacién de una segunda diferencia entre la segunda cantidad y la segunda
cantidad posterior, y la segunda diferencia puede compararse con uno o mas umbrales de segunda diferencia. Los
umbrales pueden ser cero u otro numero.

Se puede predecir que el pronéstico es peor cuando la primera diferencia estd por debajo de un primer umbral de
diferencia que cuando la primera diferencia esta por encima del primer umbral de diferencia. Se puede predecir que
el pronéstico es peor cuando la segunda diferencia esta por debajo de un segundo umbral de diferencia que cuando
la segunda diferencia esta por encima del segundo umbral de diferencia. Algunos ejemplos de tratamientos son la
inmunoterapia, cirugia, radioterapia, quimioterapia, terapia basada en anticuerpos, genoterapia, terapia epigenética o
terapia dirigida.

E. Rendimiento

A continuacién, se describe el rendimiento del diagnéstico para diferentes nimeros de lecturas de secuencias y de
tamafio de bin para el anélisis de las ANC y la metilacion.

1. Nimero de secuencias leidas
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De acuerdo con una realizacién, analizamos el ADN plasmético de 32 sujetos de control sanos, 26 pacientes con
carcinoma hepatocelular y 20 pacientes con otros tipos de céncer, incluido el carcinoma nasofaringeo, cancer de
mama, cancer de pulmén, cancer neuroendocrino y sarcoma de musculo liso. Veintidéds de los 32 sujetos sanos fueron
seleccionados aleatoriamente como grupo de referencia. La media y la desviacién tipica (DT) de estos 22 individuos
de referencia se utilizaron para determinar el intervalo normal de densidad de metilacién y representaciéon genémica.
El ADN extraido de la muestra de plasma de cada individuo se utilizé para la construccién de bibliotecas de
secuenciacién utilizando el kit de secuenciacién de ambos extremos de lllumina. A continuacién, las bibliotecas de
secuenciacidén se sometieron a un tratamiento con bisulfito que convirtié los restos de citosina no metilados en uracilo.
La biblioteca de secuenciacién convertida con bisulfito de cada muestra de plasma se secuenci6 utilizando un carril
de un secuenciador lllumina HiSeq2000.

Después la lectura de bases, se eliminaron las secuencias adaptadoras y las bases de baja calidad (es decir,
puntuacién de calidad <5) en los extremos de los fragmentos. A continuacién, las lecturas recortadas en formato
FASTQ fueron procesadas por un conducto de anélisis de datos de metilacién llamado Methy-Pipe (P. Jiang et al.
2010, |IEEE International Conference on Biocinformatics and Biomedicine, doi: 10.1109/BIBMW.2010.5703866). Para
alinear las lecturas de secuenciacion convertidas con bisulfito, primero realizamos la conversién informética de todos
los restos de citosina a timina en las cadenas Watson y Crick por separado utilizando el genoma humano de referencia
(NCBI build 36/hgl9). A continuacidn, realizamos la conversiéon informatica de cada citosina a timina en todas las
lecturas procesadas y conservamos la informacién posicional de cada resto convertido. Se utilizé6 SOAP2 para alinear
las lecturas convertidas con los dos genomas humanos de referencia preconvertidos (R. Li et al. 2009 Bioinformatics
25:1966-1967), con un maximo de dos desajustes permitidos para cada lectura alineada. Solo se utilizaron para el
analisis posterior las lecturas asignables a una ubicacién gendmica Unica. Se eliminaron las lecturas ambiguas
asignadas a las cadenas Watson y Crick y las lecturas duplicadas (clonales). Los restos de citosina en el contexto del
dinucleétido CpG se utilizaron para el anélisis de metilacién posterior. Después de la alineacion, las citosinas presentes
originalmente en las lecturas secuenciadas se recuperaron basandose en la informacién posicional conservada
durante la conversién informatica. Las citosinas recuperadas entre los dinucleétidos CpG se puntuaron como
metiladas. Las timinas entre los dinucleétidos CpG se puntuaron como no metiladas.

Para el analisis de la formetilacién, el genoma se dividié en bins de igual tamafio. El tamafio de los bins probados
incluye 50 kb, 100 kb, 200 kb y 1 Mb. La densidad de metilacién para cada bin se calculé como el nimero de citosinas
metiladas en el contexto del dinucleétido CpG dividido entre el nimero total de citosinas en posiciones CpG. En otras
realizaciones, el tamafio de los bins puede no ser igual en todo el genoma. En una realizacién, cada bin entre tales
bins de tamafios no iguales se compara a través de multiples sujetos.

Determinar si la densidad de metilacién plasmatica de un caso analizado era normal, se comparé la densidad de
metilacién con los resultados del grupo de referencia. Veintidés de los 32 sujetos sanos fueron seleccionados
aleatoriamente como grupo de referencia para el célculo de la puntuacién z de metilacién Z (met).

DMprueba - Wref

Zmet - DMDT

donde DMprueba era la densidad de metilacion del caso analizado para un bin concreto de 1 Mb; Wref era la densidad
de metilacién media del grupo de referencia para el bin correspondiente; y DMpr fue la DT de la densidad de metilacién
del grupo de referencia para el bin correspondiente.

Para el analisis de las ANC, se determiné el nimero de lecturas secuenciadas asignadas a cada bin de 1 Mb (K. C.
A. Chan et al. 2013 Clin Chem 59:211-24). Se determiné la densidad de lecturas secuenciadas para cada ubicacién
tras la correccién del sesgo de GC mediante la regresién de suavizado de dispersién ponderada localmente, tal y como
se ha descrito anteriormente (E. Z. Chen et al. 2011 PLoS One 6: €21791). Para el anélisis de plasma, la densidad de
lecturas secuenciadas del caso analizado se comparé con el grupo de referencia para calcular la puntuacién z de las
ANC (Zanc):

7 _ DLprueba - mref
ANC — " _n1_________
DLpy

donde DLprueba era la densidad de lecturas secuenciadas del caso analizado para un bin concreto de 1 Mb; mref era
la densidad media de lecturas secuenciadas del grupo de referencia para el bin correspondiente; y DLpr era la DT de
la densidad de lecturas secuenciadas del grupo de referencia para el bin correspondiente. Se definié que un bin
presentaba ANC si el Zanc del bin era <-3 o0 >3.

Se obtuvo una media de 93 millones de lecturas alineadas (intervalo: 39 millones a 142 millones) por caso. Para
evaluar el efecto de la reduccién del nimero de lecturas secuenciadas en el rendimiento del diagndstico,
seleccionamos aleatoriamente 10 millones de lecturas alineadas de cada caso. Se utilizé el mismo conjunto de
individuos de referencia para establecer el intervalo de referencia de cada bin de 1 Mb para el conjunto de datos con
lecturas secuenciadas reducidas. El porcentaje de bins que muestran una hipometilacién significativa, es decir, Zmet <-
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3 y el porcentaje de bins con ANC, es decir, Zanc <-3 0 >3, se determinaron para cada caso. Se utilizaron curvas de
eficacia diagnéstica (ROC) para ilustrar el rendimiento diagnéstico de los analisis de hipometilacién gendmica y ANC
para los conjuntos de datos con todas las lecturas secuenciadas de 1 carril y 10 millones de lecturas por caso. En el
analisis de ROC, para el analisis se utilizaron los 32 sujetos sanos.

La FIG. 42 muestra un diagrama del rendimiento diagnéstico del analisis de hipometilacién en todo el genoma con
diferente niUmero de lecturas secuenciadas. Para el andlisis de la hipometilacién, las areas bajo la curva para las
curvas de ROC no fueron significativamente diferentes entre los dos conjuntos de datos que analizaron todas las
lecturas secuenciadas de un carril y 10 millones de lecturas por caso (P = 0,761). Para el analisis de las ANC, el
rendimiento del diagnéstico se deterioré con una reduccidn significativa de las areas bajo la curva cuando el nimero
de lecturas secuenciadas se redujo de utilizar los datos de un carril a 10 millones (P <0,001).

2. Efecto de utilizar distintos tamafios de bins

Ademas de dividir el genoma en bins de 1 Mb, también hemos estudiado la posibilidad de utilizar bins mas pequefios.
En teoria, el uso de bins mas pequefios puede reducir potencialmente la variabilidad en la densidad de metilacién
dentro de un bin. Esto se debe a que la densidad de metilacién entre diferentes regiones gendmicas puede variar
ampliamente. Cuando un bin es mas grande, la posibilidad de incluir regiones con diferentes densidades de metilacién
aumentaria y, por consiguiente, conduciria a un aumento global de la variabilidad de la densidad de metilacién de los
bins.

Aunque el uso de un tamafio de bin mas pequefio puede reducir potencialmente la variabilidad en la densidad de
metilacién relacionada con la diferencia interregional, por otro lado, esto reduciria el nUmero de lecturas secuenciadas
asignadas a un bin concreto. La reducciéon del nimero de lecturas asignadas a bins individuales aumentaria la
variabilidad debida a la variacién del muestreo. El tamafio éptimo del bin que puede dar lugar a la menor variabilidad
global en la densidad de metilacién puede determinarse experimentalmente para los requisitos de una aplicacién de
diagndstico concreta, p. ej., el nUmero total de lecturas secuenciadas por muestra y el tipo de secuenciador de ADN
utilizado.

La FIG. 43 es un diagrama que muestra curvas ROC para la deteccién de cancer basada en el analisis de
hipometilacion genémica con diferentes tamafios de bin (50 kb, 100 kb, 200 kb y 1 Mb). Los valores de P mostrados
corresponden a la comparacién del area bajo la curva con un tamafio de bin de 1 Mb. Se observa una tendencia a la
mejora cuando el tamafio de los bins se reduce de 1 Mb a 200 kb.

F. Puntuacién de probabilidad acumulada

La cantidad de regiones para la metilacién y las ANC puede ser de varios valores. Los ejemplos anteriores describian
un nimero de regiones que superaban un valor de corte 0 un porcentaje de dichas regiones que mostraban una
hipometilacion o ANC significativa como parametro para clasificar si una muestra estaba asociada con el cancer. Estos
enfoques no tienen en cuenta la magnitud de la aberracién en cada uno de los bins. Por ejemplo, un bin con una Zmet
de -3,5 seria lo mismo que un bin con una Zmet de -30, ya que ambos se clasificarian como con una hipometilacién
significativa. Sin embargo, el grado de hipometilacién cambia en el plasma, es decir, la magnitud del valor de Zmet, se
ve afectado por la cantidad de ADN asociado al cancer en la muestra y, por consiguiente, puede complementar la
informacién del porcentaje de bins que muestran aberraciones para reflejar la carga tumoral. Una mayor concentracién
fraccional de ADN tumoral en la muestra de plasma conduciria a una menor densidad de metilacién y esto se traduciria
en un valor de Zmet menor.

1. La puntuacién de probabilidad acumulada como parametro de diagnédstico
Para aprovechar la informacién de la magnitud de las aberraciones, desarrollamos un enfoque denominado puntuacién
de probabilidad acumulada (PA). Basandonos en la funcién de probabilidad de distribucién normal, cada valor Zmet se
tradujo en una probabilidad de tener tal observacién por azar.
La puntuacién de PA se calculd como:

Puntuacién PA = Y -log(Prob)) para bin(i) con Zmet <-3
donde Probi es la probabilidad para la Zme: del bin(i) de acuerdo con la distribucidén t de Student con 3 grados de
libertad, y log es la funcién logaritmo natural. En otra realizacién, se puede utilizar un logaritmo de base 10 (u otro
namero). En otras realizaciones, otras distribuciones, por ejemplo, pero sin limitarse a la distribucién normal y la
distribucién gamma, puede aplicarse para transformar la puntuacién z en la PA.
Una puntuacién de PA mayor indica una menor probabilidad de tener esa densidad de metilacién desviada en una

poblaciéon normal por azar. Por lo tanto, una puntuaciéon de PA alta indicaria una mayor probabilidad de tener ADN
anormalmente hipometilado en la muestra, p. €j., la presencia de ADN asociado al cancer.
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Comparado con el porcentaje de bins que muestran aberracién, la medicién de la puntuacién de PA tiene un mayor
intervalo dindmico. Aunque la carga tumoral entre distintos pacientes puede variar mucho, el mayor intervalo de valores
de PA seria util para reflejar las cargas tumorales de pacientes con cargas tumorales relativamente altas y
relativamente bajas. Adicionalmente, el uso de puntuaciones de PA puede ser potencialmente méas sensible para
detectar los cambios en la concentracién de ADN asociado a tumores en plasma. Esto es ventajoso para el
seguimiento de la respuesta al tratamiento y el pronéstico. Por consiguiente, una reduccién de las puntuaciones de
PA durante el tratamiento es indicativa de una buena respuesta al mismo. La falta de reduccién o incluso el aumento
de las puntuaciones de PA durante el tratamiento indicaria una respuesta escasa o nula. Para pronosticar, una
puntuacién de PA alta es indicativa de una carga tumoral elevada e indica un mal pronéstico (p. j., mayor probabilidad
de muerte o de progresion tumoral).

La FIG. 44A muestra un rendimiento de diagndstico para la probabilidad acumulada (PA) y el porcentaje de bins con
aberraciones. No hubo diferencias significativas entre las areas bajo la curva de los dos tipos de algoritmo diagnéstico
(P=0,791).

La FIG. 44B muestra los resultados diagnésticos del analisis de plasma para la hipometilacién global, la hipermetilacién
de islas CpG y las ANC. Con un carril de secuenciacién por muestra (200 kb de tamafio de bin para el anélisis de
hipometilacion y 1 Mb de tamafio de bin para las ANC, y las islas CpG definidas de acuerdo con la base de datos
alojada en la Universidad de California, Santa Cruz (UCSC)), las &reas bajo la curva de los tres tipos de andlisis fueron
superiores a 0,90.

En los anélisis posteriores, la puntuacién mas alta de PA en los sujetos de control se utilizé como valor de corte para
cada uno de los tres tipos de analisis. La seleccién de estos puntos de corte proporciond una especificidad diagnéstica
del 100 %. Las sensibilidades diagnésticas para la hipometilaciéon general, Los analisis de hipermetilacién de islas
CpG y ANC fueron del 78 %, 89 % y 52 %, respectivamente. En 43 de los 46 pacientes con cancer, se detecté al
menos uno de los tres tipos de aberraciones, por tanto, dando lugar a una sensibilidad del 93,4 % y una especificidad
del 100 %. Nuestros resultados indican que los tres tipos de analisis pueden utilizarse de forma sinérgica para la
deteccién del cancer.

La FIG. 45 muestra una tabla con los resultados de la hipometilacién global, hipermetilacién de islas CpG y ANC en
pacientes con carcinoma hepatocelular. Los valores de corte de la puntuaciéon de PA para los tres tipos de anélisis
fueron 960, 2,9 y 211, respectivamente. Los resultados positivos de la puntuacién de PA aparecen en negrita y
subrayados.

La FIG. 46 muestra una tabla con los resultados de la hipometilacién global, la hipermetilacién de islas CpG y las ANC
en pacientes que padecen canceres distintos del carcinoma hepatocelular. Los valores de corte de la puntuacién de
PA para los tres tipos de analisis fueron 960, 2,9 y 211, respectivamente. Los resultados positivos de la puntuacién de
PA aparecen en negrita y subrayados.

2. Aplicacién de la puntuacién de PA al seguimiento del cancer

Se recogieron muestras en serie de un paciente con CHC TBR34 antes y después del tratamiento. Las muestras se
analizaron en busca de hipometilacién global.

La FIG. 47 muestra un analisis en serie de la metilacién plasmatica para el caso TBR34. El anillo més interior muestra
la densidad de metilacién de la capa leucocitaria (negro) y de los tejidos tumorales (purpura). Para las muestras de
plasma, la Zmet sS€ muestra para cada intervalo de 1 Mb. La diferencia entre dos lineas representa una diferencia de
Zmet de 5. Los puntos rojos y grises representan bins con hipometilacidén y sin cambios en la densidad de metilacidn
en comparacién con el grupo de referencia. Desde el 2.° anillo interior hacia fuera son las muestras de plasma tomadas
antes del tratamiento, a los 3 dias y a los 2 meses de la reseccién del tumor, respectivamente. Antes del tratamiento,
se observé un alto grado de hipometilacién en el plasma y mas del 18,5 % de los bins tenian una Zme: de <-10. A los
3 dias de la reseccidon del tumor, se pudo observar que el grado de hipometilacién se redujo en el plasma sin que
ninguno de los bins tuviera una Zmet de <-10.

N° de Analisis de metilacion
caso Punto temporal Porcentaje de bins que muestran Probabilidad Puntuacion z
hipometilacién significativa acumulada (PA) sumativa
Antes de la OT 62,6 % 37.573 14.285
TBR34 | 2 di@s I‘;eg'%“es de 80,5 % 17.777 9195
2 me;:fadgsTp”es 40,1 % 15.087 5201
Tabla 5
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La Tabla 5 muestra que, aunque la magnitud de los cambios de hipometilacién se redujo a los 3 dias de la reseccidn
quirargica del tumor, el porcentaje de bins que presentaban aberraciones mostré un aumento paradéjico. Por otra
parte, la puntuacién de PA revel6 con mayor precisién la reduccién del grado de hipometilacién en plasma y puede
reflejar mejor los cambios en la carga tumoral.

A los 2 meses después de la OT, todavia habia un porcentaje significativo de bins que mostraban cambios de
hipometilacion. La puntuacién de PA también permanecié estatica en torno a los 15.000 puntos. A este paciente se le
diagnosticaron posteriormente depdésitos tumorales multifocales (previamente desconocidos en el momento de la
intervencién quirdrgica) en el resto del higado no resecado a los 3 meses y se le observaron multiples metastasis
pulmonares a los 4 meses de la operacién. El paciente falleci6 de enfermedad metastasica a los 8 meses de la
operacién. Estos resultados indican que la puntuacién de PA podria ser mas potente que el porcentaje de bins con
aberracion para reflejar la carga tumoral.

En términos generales, la PA puede ser Util para aplicaciones que requieran medir la cantidad de ADN tumoral en
plasma. Algunos ejemplos de estas aplicaciones son: prondstico y seguimiento de pacientes con cancer (p. ej., para
observar la respuesta al tratamiento o la progresién del tumory).

La puntuacién z sumativa es una suma directa de las puntuaciones z, es decir, sin convertir a probabilidad. En este
ejemplo, la puntuacién z sumativa muestra el mismo comportamiento que la puntuacién de PA. En otros casos, la PA
puede ser mas sensible que la puntuacion z sumativa para el seguimiento de la enfermedad residual debido al mayor
intervalo dinamico de la puntuacién de PA.

X. IMPACTO DE LAS ANC EN LA METILACION

El uso de las ANC y la metilacién para determinar las clasificaciones respectivas de un nivel de cancer, donde las
clasificaciones se combinan para obtener una tercera clasificacién, se ha descrito anteriormente. Ademas de tal
combinacién, las ANC se pueden utilizar para cambiar los valores de corte del analisis de metilacién y para identificar
falsos positivos comparando los niveles de metilacién de grupos de regiones con diferentes caracteristicas de las ANC.
A modo de ejemplo, el nivel de metilacién para la sobreabundancia (p. €j., Zanc >3) puede compararse con el nivel de
metilacién para la abundancia normal (p. ej., -3<Zanc <3). En primer lugar, se describe el impacto del ANC en los
niveles de metilacién.

A. Alteracién de la densidad de metilacién en regiones con ganancias y pérdidas cromosémicas

Dado que los tejidos tumorales muestran generalmente una hipometilacién global, la presencia de ADN derivado de
tumores en el plasma de pacientes con cancer conduciria a la reduccién de la densidad de metilacién en comparacién
con sujetos sin céncer. El grado de hipometilacién en el plasma de pacientes con cancer es teéricamente proporcional
a la concentracién fraccional de ADN derivado del tumor en la muestra de plasma.

Para las regiones que muestran una ganancia cromosomica en los tejidos tumorales, se liberaria una dosis adicional
de ADN tumoral de los segmentos de ADN amplificados al plasma. Esta mayor contribucién de ADN tumoral al plasma
conduciria teéricamente a un mayor grado de hipometilacién en el ADN plasmatico de la regién afectada. Un factor
adicional es que se espera que las regiones gendmicas que muestran amplificacién confieran una ventaja de
crecimiento a las células tumorales y, por tanto, se espera que se expresen. Estas regiones suelen estar hipometiladas.

Por el contrario, para las regiones que muestran pérdida cromosémica en el tejido tumoral, la menor contribucién del
ADN tumoral al plasma conduciria a un menor grado de hipometilacién en comparacién con las regiones sin cambios
en el niumero de copias. Un factor adicional es que las regiones genémicas que se eliminan en las células tumorales
podrian contener genes supresores de tumores y podria ser ventajoso para las células tumorales tener silenciadas
dichas regiones. Por tanto, se espera que estas regiones tengan una mayor probabilidad de estar hipermetiladas.

En el presente documento, utilizamos los resultados de dos pacientes con CHC (TBR34 y TBR36) para ilustrar este
efecto. Las FIGS. 48A (TBR36) y 49A (TBR34) tienen circulos que resaltan las regiones con ganancias o pérdidas
cromosémicas y el correspondiente analisis de metilacion. Las FIGS. 48B y 49B muestran graficas de puntuaciones z
de metilacion para pérdidas, normal y ganancias para los pacientes TBR36 y TBR34, respectivamente.

La FIG. 48A muestra diagramas Circos que demuestran las ANC (anillo interior) y los cambios de metilacidén (anillo
exterior) en el ADN plasmatico tratado con bisulfito para el paciente con CHC TBR36. Los circulos rojos destacan las
regiones con ganancias o pérdidas cromosdémicas. Las regiones que mostraban ganancias cromosémicas estaban
mas hipometiladas que las regiones sin cambios en el nUmero de copias. Las regiones que presentaban pérdidas
cromosémicas estaban menos hipometiladas que las regiones sin cambios en el nimero de copias. La FIG. 48B es
un gréfico de puntuaciones z de metilacién para regiones con ganancias y pérdidas cromos6micas, y regiones sin
cambios en el niUmero de copias para el paciente con CHC TBR36. En comparacién con las regiones sin cambios de
copia, las regiones con ganancias cromosdmicas tenian puntuaciones z més negativas (mas hipometilacién) y las
regiones con pérdidas cromosémicas tenian puntuaciones z menos negativas (menos hipometilacién).
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La FIG. 49A muestra diagramas Circos que demuestran las ANC (anillo interior) y los cambios de metilacidén (anillo
exterior) en el ADN plasmatico tratado con bisulfito para el paciente con CHC TBR34. La FIG. 49B es un grafico de
puntuaciones z de metilacién para regiones con ganancias y pérdidas cromosdmicas, y regiones sin cambios en el
ndmero de copias para el paciente con CHC TBR34. La diferencia en las densidades de metilacién entre las regiones
con ganancias y pérdidas cromosémicas fue mayor en el paciente TBR36 que en el paciente TBR34 porque la
concentracién fraccional de ADN derivado del tumor en el primer paciente era mayor.

En este ejemplo, las regiones utilizadas para determinar las ANC son las mismas que las utilizadas para determinar
la metilacién. En una realizacién, los valores de corte de la regién respectiva dependen de si la regién respectiva
presenta una delecién o una amplificacién. En una implementacion, un valor de corte de la regidn respectiva (p. €j., el
corte de la puntuacién z utilizado para determinar la hipometilacién) tiene una magnitud mayor cuando la regién
respectiva presenta una amplificacién que cuando no presenta amplificacion (p. ej., la magnitud podria ser superior a
3, y puede utilizarse un corte inferior a -3). Por tanto, para comprobar la hipometilacidn, el valor de corte de una regién
respectiva puede tener un valor negativo mayor cuando la regién respectiva presenta una amplificacién que cuando
no presenta amplificacién. Se espera que esta implementacién mejore la especificidad de la prueba para detectar el
cancer.

En otra implementacién, un valor de corte de la regién respectiva tiene una magnitud menor (p. ej., inferior a 3) cuando
la regién respectiva presenta una delecién que cuando no presenta ninguna delecién. Por tanto, para comprobar la
hipometilacion, el valor de corte de una regidén respectiva puede tener un valor menos negativo cuando la regién
respectiva presenta una delecién que cuando no presenta ninguna delecién. Se espera que esta implementacion
mejore la sensibilidad de la prueba para detectar el cancer. El ajuste de los valores de corte en las implementaciones
anteriores puede modificarse en funcién de la sensibilidad y especificidad deseadas para un escenario de diagnéstico
concreto. En otras realizaciones, las mediciones de metilacion y ANC pueden utilizarse junto con otros parametros
clinicos (p. ej., resultados de iméagenes o bioquimica sérica) para la prediccién del cancer.

B. Utilizacién de las ANC para seleccionar regiones

Como se ha descrito anteriormente, hemos demostrado que la densidad de metilacion plasmética estaria alterada en
regiones con aberraciones en el nimero de copias de los tejidos tumorales. En las regiones con aumento del nimero
de copias en el tejido tumoral, una mayor contribucion de ADN tumoral hipometilado al plasma conduciria a un mayor
grado de hipometilacién del ADN plasmatico en comparacién con las regiones sin aberracién del nimero de copias.
Por el contrario, en regiones con pérdida de nimero de copias en el tejido tumoral, la menor contribucién del ADN
hipometilado derivado del cancer al plasma conduciria a un menor grado de hipometilacién del ADN plasmatico. Esta
relacion entre la densidad de metilacién del ADN plasmético y la representacidén relativa puede utilizarse para
diferenciar los resultados de hipometilacion asociados a la presencia de ADN asociado a cancer y otras causas no
cancerosas (p. €., LES) de hipometilacién en el ADN plasmético.

Para ilustrar este enfoque, analizamos las muestras de plasma de dos pacientes con carcinoma hepatocelular (CHC)
y dos pacientes con LES sin cancer. Estos dos pacientes con LES (LES04 y LES10) mostraron la presencia evidente
de hipometilacién y ANC en plasma. Para el paciente LES04, el 84 % de los bins mostraron hipometilaciény el 11,2 %
mostraron ANC. Para el paciente LES10, el 10,3 % de los bins mostraron hipometilacién y el 5,7 % mostraron ANC.

Las FIG. 50A y 50B muestran los resultados de los analisis de hipometilacién plasmética y ANC para los pacientes
con LES LES04 y LES10. El circulo exterior muestra las puntuaciones z de metilacién (Zmet) con una resolucién de
1 Mb. Los bins con metilacién Zmet <-3 estaban en rojo y los que tenian Zmet >-3 estaban en gris. El circulo interior
muestra las puntuaciones z del ANC (Zanc). Los puntos verdes, rojos y grises representan bins con Zanc >3, <3y entre
-3 y 3, respectivamente. En estos dos pacientes con LES, se observaron cambios en la hipometilacién y las ANC en
el plasma.

Para determinar si los cambios en la metilaciéon y las ANC eran coherentes con la presencia de ADN derivado del
cancer en el plasma, comparamos el valor de Zmet para regiones con Zanc >3, <-3 y entre -3 y 3. Para los cambios de
metilacién y ANC aportados por el ADN derivado del cadncer en plasma, cabria esperar que las regiones con Zanc <-3
estuvieran menos hipometiladas y tuvieran menos Zmet negativa. Por el contrario, cabria esperar que las regiones con
Zanc >3 estuvieran mas hipometiladas y tuvieran Zmet més negativas. Con fines ilustrativos, aplicamos la prueba de
suma de rangos unilateral para comparar la Zmet de las regiones con ANC (es decir, las regiones con Zanc <-3 0 >3)
con las regiones sin ANC (es decir, las regiones con Zanc entre -3 y 3). En otras realizaciones, se pueden utilizar otras
pruebas estadisticas, por ejemplo, pero sin limitarse a la prueba de la t de Student, la prueba de anélisis de la varianza
(ANOVA) y la prueba de Kruskal-Wallis.

Las FIGS. 51A y 51B muestran el anélisis Zmet para regiones con y sin ANC para el plasma de dos pacientes con CHC
(TBR34 y TBR36). Las regiones con Zanc <-3 and >3 representan regiones con infrarrepresentacion y
sobrerrepresentacién en plasma, respectivamente. Tanto en TBR34 como en TBR386, las regiones que estaban
infrarrepresentadas en el plasma (es decir, las regiones con Zanc <-3) tenian una Zmet significativamente mayor (valor
de P <10 prueba de suma de rangos unilateral) que las regiones con representacién normal en plasma (es decir,
regiones con Zanc entre -3 y 3). Una representacién normal corresponde a la esperada para un genoma euploide. En
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el caso de las regiones con sobrerrepresentacién en plasma (es decir, las regiones con Zanc >3), presentaban una
Zmet significativamente inferior al de las regiones con representacion normal en plasma (valor de P <10, prueba de
suma de rangos unilateral). Todos estos cambios fueron

consistentes con la presencia de ADN tumoral hipometilado en las muestras de plasma.

Las FIGS. 51C y 51D muestran el analisis Zmet para regiones con y sin ANC para el plasma de dos pacientes con LES
(LESO4 y LES10). Las regiones con Zanc <-3 and >3 representan regiones con infrarrepresentacion y
sobrerrepresentacién en plasma, respectivamente. Para LES04, las regiones que estaban infrarrepresentadas en el
plasma (es decir, las regiones con Zanc <-3) no presentaban una Zmet significativamente superior (valor de P= 0,99,
prueba de suma de rangos unilateral) que las regiones con representacién normal en plasma (es decir, regiones con
Zanc entre -3y 3) y las regiones con sobrerrepresentacidén en plasma (es decir, regiones con Zanc >3) no presentaron
una Zmet significativamente inferior que las regiones con representacion normal en plasma (valor de P = 0,68, prueba
de suma de rangos unilateral). Estos resultados fueron diferentes de los cambios esperados debido a la presencia de
ADN hipometilado derivado del tumor en el plasma. De manera similar, para LES10, las regiones con una Zacn <-3 ho
presentaron una Zmet significativamente mas elevada que las regiones con una Zanc de entre -3 y 3 (valor de P = 0,99,
prueba de suma de rangos unilateral).

Una razén de no tener el patrén tipico asociado al cancer entre Zmet y Zanc €n los pacientes con LES es que, en los
pacientes con LES, las ANC no estan presentes en un tipo celular especifico que también presenta hipometilacién. En
lugar de ello, la presencia evidente observada de ANC e hipometilacién se debe a la distribucién alterada del tamafio
del ADN circulante en pacientes con LES. La distribucién alterada del tamafio podria alterar potencialmente las
densidades de lectura secuenciadas para diferentes regiones gendmicas, dando lugar a ANC evidentes, ya que las
referencias procedian de sujetos sanos. Como se ha descrito en secciones anteriores, existe una correlacién entre el
tamafio de un fragmento de ADN circulante y su densidad de metilaciéon. Por lo tanto, la distribucién alterada del
tamafio también puede conducir a una metilacién aberrante.

Aunque las regiones con Zanc >3 tenian niveles de metilacion ligeramente inferiores a las regiones con Zanc entre -3
y 3, el valor de p de la comparacién fue muy superior a los observados en dos pacientes con cancer. En una realizacién,
el valor de p puede utilizarse como pardametro para determinar la probabilidad de que un caso analizado padezca un
cancer. En otra realizacién, la diferencia de Zmet €ntre regiones con representacion normal y aberrante puede utilizarse
como parametro para indicar la probabilidad de presencia de cancer. En una realizacién, se puede utilizar un grupo
de pacientes con cancer para establecer la correlacion entre Zmet y Zanc y para determinar los umbrales de los distintos
parametros a fin de indicar que los cambios son coherentes con la presencia de ADN hipometilado derivado del cancer
en la muestra de plasma analizada.

En consecuencia, en una realizacién, se puede realizar un analisis de ANC para determinar un primer conjunto de
regiones en el que todas presentan una de: una delecién, una amplificacién o una representaciéon normal. Por ejemplo,
en el primer conjunto de regiones todas pueden presentar una supresién, o todas una amplificacién, o todas una
representacién normal (p. ej., tener una primera cantidad normal de regiones, tal como una Zmet normal). Se puede
determinar un nivel de metilacién para este primer conjunto de regiones (p. €j., el primer nivel de metilacién del método
2800 puede corresponder al primer conjunto de regiones).

El anélisis de ANC puede determinar un segundo conjunto de regiones que presentan todas una segunda de: una
delecién, una amplificaciéon o una representacién normal. El segundo conjunto de regiones se comportaria de forma
diferente al primero. Por ejemplo, si el primer conjunto de regiones fuera normal, entonces el segundo conjunto de
regiones puede presentar una delecién o una amplificacién. Se puede calcular un segundo nivel de metilacién basado
en los nimeros respectivos de moléculas de ADN metiladas en sitios del segundo conjunto de regiones.

A continuacion, se puede calcular un pardmetro entre el primer y el segundo nivel de metilacién. Por ejemplo, se puede
calcular una diferencia o proporcién y compararla con un valor de corte. La diferencia o proporcién también puede
someterse a una distribucién de probabilidad (p. ej., como parte de una prueba estadistica) para determinar la
probabilidad de obtener el valor, y esta probabilidad puede compararse con un valor de corte para determinar un nivel
de cancer basado en los niveles de metilaciéon. Dicho valor corte puede elegirse para diferenciar las muestras que
tienen cancer de las que no lo tienen (p. ej.,, LES).

En una realizacion, se puede determinar un nivel de metilaciéon para el primer conjunto de regiones o una mezcla de
regiones (es decir, mezcla de regiones que muestran amplificacién, supresién y normalidad). Este nivel de metilacién
puede entonces compararse con un primer valor de corte como parte de una primera etapa de analisis. Si se supera
el valor de corte, indicando asi la posibilidad de cancer, entonces se puede realizar el analisis anterior para determinar
si la indicacién era un falso positivo. Asi pues, la clasificacién final del nivel de cancer puede incluir la comparacién del
parametro de los dos niveles de metilacién con un segundo valor de corte.

El primer nivel de metilacién puede ser un valor estadistico (p. ej., promedio 0 mediana) de los niveles de metilacién

de la regién calculados para cada regidén del primer conjunto de regiones. El segundo nivel de metilacién también
puede ser un valor estadistico de los niveles de metilacién de la regién calculados para cada regién del segundo
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conjunto de regiones. Como ejemplos, los valores estadisticos pueden determinarse mediante la prueba de suma de
rangos unilateral, la prueba de la t de Student, prueba de analisis de la varianza (ANOVA) o prueba de Kruskal-Wallis.

XI. CLASIFICACION DEL TIPO DE CANCER

Ademas de determinar si un organismo tiene cancer o no, algunas realizaciones pueden identificar un tipo de céncer
asociado a la muestra. Esta identificacion del tipo de céncer puede utilizar patrones de hipometilacién global,
hipermetilacién de islas CpG y/o ANC. Los patrones pueden implicar la agrupacién de pacientes con un diagnéstico
conocido utilizando los niveles de metilacién de regiones medidos, valores respectivos de ANC para las regiones y
nivel de metilacién para las islas CpG. Los siguientes resultados muestran que los organismos con un tipo similar de
cancer tienen valores similares para las regiones e islas CpG, asi como los pacientes sin cancer que presentan valores
similares. En la agrupacién, cada uno de los valores de una regidn o isla puede ser una dimensién independiente en
el proceso de agrupacion.

Se sabe que el mismo tipo de canceres compartiria cambios genéticos y epigenéticos similares (E Gebhart et a/. 2004
Cytogenet Genome Res; 104: 352-358; P. A. Jones et al. 2007 Cell; 128: 683-692). A continuacién, describimos cémo
los patrones de cambios de ANC y metilacién detectados en el plasma son Utiles para inferir el origen o tipo de cancer.
Las muestras de ADN plasmético de los pacientes con CHC, los pacientes sin CHC y los sujetos de control sanos se
clasificaron mediante, por ejemplo, analisis de agrupacidn jerarquica. El analisis se realizé utilizando, por ejemplo, la
funcién heatmap.2 del paquete de scripts de R (cran.r-project.org/web/packages/gplots/gplots. pdf).

A fin de ilustrar el potencial de este enfoque, utilizamos dos conjuntos de criterios (grupo A y grupo B) como ejemplos
para identificar caracteristicas Utiles para la clasificaciéon de las muestras de plasma (véase la Tabla 6). En otras
realizaciones, se pueden utilizar otros criterios para identificar las caracteristicas. Las caracteristicas utilizadas
incluyeron ANC global a 1 Mb de resolucidn, densidad de metilacidén global a 1 Mb de resolucién y metilacién de islas
CpG.

Metilacién global a 1 Mb de resolucién

Criterios del Grupo A

Criterios del Grupo B

metilacion que difiere de la media de la
referencia en un 2 % en las islas CpG
concretas

Criterios >20 casos de cancer con una puntuacién z >3 [ >20 casos de cancer con una puntuacién z
0<-3 >250<-25

N.° de elementos | 584 1911

identificados
Caracteristicas de las ANC
Criterios del Grupo A Criterios del Grupo B

Criterios >10 casos de cancer con una puntuacion z >3 | >10 casos de cancer con una puntuacion z
0<-3 >25<25

N.° de elementos | 355 759

identificados
Metilacién de islas CpG
Criterios del Grupo A Criterios del Grupo B

Criterios >5 casos de cancer con una densidad de >1 caso de céncer con una densidad de

metilacion que difiere de la media de la
referencia en un 2 % en las islas CpG
concretas

N.° de elementos
identificados

110

191

Tabla 6

En los dos primeros ejemplos, usamos todas las ANC, metilacién global a 1 Mb de resolucién y caracteristicas de
metilacién de islas CpG para la clasificacién. En otras realizaciones, se pueden utilizar otros criterios, por ejemplo,
aunque no exclusivamente, la precisién de la medicién de la caracteristica en el plasma del grupo de referencia.

La FIG. 52A muestra el anélisis de agrupacién jerarquica para muestras de plasma de pacientes con CHC, pacientes
con cancer no CHC y sujetos de control sanos utilizando el total de las 1130 caracteristicas del grupo A, que incluia
355 ANC, 584 caracteristicas de metilacién global a 1 Mb de resolucién y el estado de metilacién de 110 islas CpG.
La barra de color de la parte superior representa los grupos de muestra: el verde, el azul y el rojo representan a los
sujetos sanos, y los pacientes con y sin cancer CHC, respectivamente. En general, los tres grupos de sujetos tendian
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a agruparse. El eje vertical representa las caracteristicas de clasificacién. Se agruparon las caracteristicas con
patrones similares en diferentes sujetos. Estos resultados indican que los patrones de metilacién de las islas CpG
cambian, los cambios de metilacién en el genoma a 1 Mb de resolucién y las ANC en plasma pueden utilizarse
potencialmente para determinar el origen del cdncer en pacientes con primarios desconocidos.

La FIG. 52B muestra el anélisis de agrupacién jerarquica para muestras de plasma de pacientes con CHC, pacientes
con cancer no CHC y sujetos de control sanos utilizando el total de las 2780 caracteristicas del grupo B, incluidas 759
ANC, 1911 caracteristicas de metilacién global a 1 Mb de resolucién y el estado de metilacién de 191 islas CpG. La
barra de color de la parte superior representa los grupos de muestra: el verde, el azul y el rojo representan a los sujetos
sanos, y los pacientes con y sin cancer CHC, respectivamente. En general, los tres grupos de sujetos tendian a
agruparse. El eje vertical representa las caracteristicas de clasificaciéon. Se agruparon las caracteristicas con patrones
similares en diferentes sujetos. Estos resultados indican que los patrones de los distintos conjuntos de islas CpG de
metilacién cambian, los cambios de metilacién en el genoma a 1 Mb de resolucién y las ANC en plasma pueden
utilizarse para determinar el origen del cancer en pacientes con primarios desconocidos. La seleccién de las
caracteristicas de clasificacién puede ajustarse para aplicaciones especificas. Adicionalmente, se puede dar peso a
la prediccion del tipo de cancer en funcién de las probabilidades a priori de los sujetos para los distintos tipos de
cancer. Por ejemplo, los pacientes con hepatitis virica crénica son propensos al desarrollo de carcinoma hepatocelular
y los fumadores crdnicos son propensos al desarrollo de cancer de pulmén. Por tanto, se puede calcular una
probabilidad ponderada del tipo de cancer mediante, por ejemplo, pero sin limitacién, regresién logistica, multiple o de
agrupaciones.

En otras realizaciones, se puede utilizar un Unico tipo de caracteristicas para el anélisis de clasificacién. Por ejemplo,
en los siguientes ejemplos, solo se utilizaron la metilacién global a 1 Mb de resolucién, la hipermetilacién de las islas
CpG o las ANC con una resolucién de 1 Mb para el anélisis de agrupacién jerarquica. El poder de diferenciacion puede
ser distinto cuando se utilizan caracteristicas diferentes. Un mayor perfeccionamiento de las caracteristicas de
clasificacion puede mejorar las precisiones de clasificacién.

La FIG. 53A muestra el anélisis de agrupacién jerarquica para muestras de plasma de pacientes con CHC, pacientes
con cancer no CHC y sujetos de control sanos utilizando las caracteristicas de metilacidén de islas CpG del grupo A.
Generalmente, los pacientes con cancer se agruparon y los sujetos sin cancer estaban en otro grupo. Sin embargo,
los pacientes con CHC y sin CHC se separaron menos en comparacion con el uso de los tres tipos de caracteristicas.

La FIG. 53B muestra el anélisis de agrupacién jerarquica para muestras de plasma de pacientes con CHC, pacientes
con cancer no CHC y sujetos de control sanos utilizando las densidades de metilacion global del grupo A a 1 Mb de
resolucién como caracteristicas de clasificacién. Se observé una agrupacién preferencial de pacientes con CHC y sin
CHC.

La FIG. 54A muestra un analisis de agrupacion jerarquica para muestras de plasma de pacientes con CHC, pacientes
con cancer no CHC vy sujetos de control sanos utilizando las ANC globales del grupo A a 1 Mb de resolucién como
caracteristicas de clasificacién. Se vio una agrupacién preferencial de pacientes con CHC y sin CHC.

La FIG. 54B muestra un analisis de agrupacion jerarquica para muestras de plasma de pacientes con CHC, pacientes
con cancer no CHC y sujetos de control sanos utilizando las densidades de metilacién de las islas CpG del grupo B
como caracteristicas de clasificaciéon. Se observd una agrupacién preferencial de pacientes con cancer con y sin CHC.

La FIG. 55A muestra un analisis de agrupaciodn jerarquica para muestras de plasma de pacientes con CHC, pacientes
con cancer no CHC y sujetos de control sanos utilizando las densidades de metilacion global del grupo B a 1 Mb de
resolucién como caracteristicas de clasificacién. Se observé una agrupacién preferencial de pacientes con cancer con
y sin CHC.

La FIG. 55B muestra un analisis de agrupacion jerarquica para muestras de plasma de pacientes con CHC, pacientes
con cancer no CHC vy sujetos de control sanos utilizando las ANC globales del grupo B a 1 Mb de resolucién como
caracteristicas de clasificacién. Se observé una agrupacién preferencial de pacientes con cancer con y sin CHC.

Estos resultados de agrupacién jerarquica para muestras de plasma indican que la combinacién de diferentes
caracteristicas puede utilizarse para la identificacién de los tipos primarios de cancer. El perfeccionamiento de los
criterios de seleccion puede mejorar alin mas la precisién de la clasificacién.

En consecuencia, en una realizacién, cuando una clasificacién de metilacién indica que existe céncer para el
organismo, se puede identificar un tipo de cancer asociado con el organismo comparando un nivel de metilacién (p.
ej., la primera metilacion del método 2800 o cualquier nivel de metilacién de la regién) con un valor correspondiente
determinado a partir de otros organismos (es decir, otros organismos del mismo tipo, tales como seres humanos). El
valor correspondiente podria ser para una misma regiéon o conjunto de sitios para el que se calculé el nivel de
metilacién. Al menos dos de los otros organismos estan identificados con diferentes tipos de cancer. Por ejemplo, los
valores correspondientes pueden organizarse en agrupaciones, donde dos grupos se asocian a canceres diferentes.
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Ademas, cuando las ANC y la metilacién se utilizan conjuntamente para obtener una tercera clasificaciéon del nivel de
cancer, las caracteristicas de ANC y metilacién pueden compararse con los valores correspondientes de otros
organismos. Por ejemplo, la primera cantidad de regiones (p. ej.,, de la FIG. 36) que presentan una delecién o
amplificacién puede compararse con los valores correspondientes determinados a partir de los otros organismos para
identificar el tipo de cancer asociado con el organismo.

En algunas realizaciones, las caracteristicas de metilacién son los niveles de metilacién de regiones de una pluralidad
de regiones del genoma. Pueden utilizarse las regiones cuyo nivel de metilacién supere el valor de corte de la regién
correspondiente, p. ej., los niveles de metilacion de regiones del organismo pueden compararse con los niveles de
metilacién de regiones de otros organismos para las mismas regiones del genoma. La comparacién puede permitir
diferenciar tipos de cancer, o simplemente proporcionar un filtro adicional para confirmar el cancer (p. ej., para
identificar falsos positivos). Por tanto, se puede determinar si el organismo padece el primer tipo de cancer, la ausencia
de cancer o el segundo tipo de cancer basandose en la comparacién.

Los demés organismos (junto con el que se esta analizando) pueden agruparse utilizando los niveles de metilacién de
la regién. Por tanto, la comparacién de los niveles de metilaciéon de las regiones puede utilizarse para determinar a
qué grupo pertenece el organismo. La agrupacién también puede utilizar valores normalizados de ANC para las
regiones en las que se determine que presentan una delecién o una amplificaciéon, como se ha descrito anteriormente.
Asimismo, la agrupacion puede utilizar las respectivas densidades de metilacién de las islas CpG hipermetiladas.

Para ilustrar el principio de este método, mostramos un ejemplo de uso de la regresién logistica para la clasificacién
de dos muestras desconocidas. El objetivo de esta clasificacién era determinar si estas dos muestras eran canceres
CHC o no CHC. Se recopil6 un conjunto de muestras de preparacién que incluia 23 muestras de plasma recogidas de
pacientes con CHC y 18 muestras de pacientes que padecian un cancer distinto del CHC. Por tanto, habia un total de
41 casos en el conjunto de preparacién. En este ejemplo, se seleccionaron 13 caracteristicas, incluyendo cinco
caracteristicas sobre la metilacién de islas CpG (X1-X5), seis caracteristicas sobre la metilacién de regiones de 1-Mb
(X6-X11) y 2 caracteristicas sobre las ANC de regiones de 1 Mb (X12-X13). Las caracteristicas de metilacién CpG se
seleccionaron baséndose en el criterio de que al menos 15 casos del conjunto de entrenamiento tuvieran una
puntuacién z de >3 o <-3. Las caracteristicas de metilacién de 1 Mb se seleccionaron basandose en el criterio de que
al menos 39 casos del conjunto de entrenamiento tuvieran una puntuacién z de >3 o <-3. Las caracteristicas de ANC
se seleccionaron basandose en el criterio de que al menos 20 casos tuvieran una puntuacién z >3 o <-3. Se realizé
una regresién logistica con las muestras de este conjunto de entrenamiento para determinar el coeficiente de regresién
de cada una de las caracteristicas (X1-X13). Las caracteristicas con coeficientes de regresién de las magnitudes mas
grandes (independientemente de que sea en sentido positivo 0 negativo) ofrecen una mejor discriminacién entre las
muestras de CHC y las que no lo son. Las puntuaciones z de cada caso para las caracteristicas respectivas se
utilizaron como valores de entrada de las variables independientes. Luego dos muestras de plasma, una de un paciente
con CHC (TBR36) y otra de un paciente con cancer de pulmén (TBR177) se analizaron en busca de las 13
caracteristicas.

En este analisis de clasificacion del tipo de cancer, se supuso que estas dos muestras procedian de pacientes con
canceres de origen desconocido. Para cada muestra, las puntuaciones z de las caracteristicas respectivas se
introdujeron en la ecuacién de regresién logistica para determinar el logaritmo natural de la razén de posibilidades
(In(razén de posibilidades)), en donde la razdn de posibilidades representaba la proporcién entre las probabilidades
de tener un CHC y de no tenerlo (CHC/no CHC).

La Tabla 7 muestra los coeficientes de regresién para las 13 caracteristicas de la ecuacién de regresién logistica.
También se muestran las puntuaciones z de las caracteristicas respectivas de los dos casos analizados (TBR36 y
TBR177).

El In(razén de posibilidades) de CHC para TBR36 y TBR177 fue de 37,03 y -4,37, respectivamente. A partir de estas
razones de posibilidades, la probabilidad de que las muestras de plasma procedieran de pacientes con CHC se calculd
en >99,9 %y 1 %, respectivamente. En resumen, TBR36 tenia una alta probabilidad de ser una muestra de un paciente
con CHC, mientras que TBR177 tenia una baja probabilidad de ser una muestra de un paciente con CHC.

Puntuacién z de la caracteristica respectiva
Caracteristica | Coeficiente de regresién TBR36 TBR177
X1 -2,9575 14,8 0
X2 2,2534 21,3 0
X3 -1,5099 6,1 0
X4 -0,236 34,0 0
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(continuacién)

Puntuacidn z de la caracteristica respectiva
Caracteristica | Coeficiente de regresién TBR36 TBR177
X5 0,7426 17,3 0
X6 -0,6682 -26,3 -1,5
X7 -0,2828 -13,9 -2,6
X8 -0,7281 9.4 -4.4
X9 1,0581 -7.8 -3,7
X10 0,3877 -20,8 -4,3
X11 0,3534 -15,5 -3,1
X12 -1,1826 4,8 3,3
X13 -0,3805 -11,7 -1,4
In(razdn de posibilidades) 37,03 -4,37463

Tabla 7

En otras realizaciones, se pueden utilizar la regresién jerérquica de agrupamientos, el anélisis de arbol de clasificacién
y otros modelos de regresidn para determinar el probable origen primario del cancer.

XIl. MATERIALES Y METODOS
A. Preparacién de bibliotecas de ADN y secuenciacién tratadas con bisulfito

Se fragmenté el ADN gendmico (5 pg) afiadido con 0,5 % (p/p) de ADN lambda no metilado (Promega) mediante un
sistema Covaris S220 (Covaris) hasta alcanzar una longitud aproximada de 200 pb. Las bibliotecas de ADN se
prepararon utilizando el kit de preparacién de muestras para la secuenciacién de ambos extremos (lllumina) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante, excepto que los adaptadores metilados (lllumina) se ligaron a los
fragmentos de ADN. Tras dos series de purificacién utilizando perlas magnéticas AMPure XP (Beckman Coulter), se
dividieron los productos de ligacién en 2 porciones, una de las cuales se someti6 a 2 series de modificacidén con bisulfito
con un kit EpiTect Bisulfite (Qiagen). Las citosinas no metiladas en los sitios CpG de las inserciones se convirtieron
en uracilos, mientras que las citosinas metiladas permanecieron inalteradas. Las moléculas de ADN ligadas al
adaptador, tratadas o no tratadas con bisulfito sédico, se enriquecieron mediante 10 ciclos de PCR mediante al
siguiente protocolo: 2,5 U de ADN polimerasa PfuTurboCx hotstart (Agilent Technologies), 1 x tampén de reaccién
PfuTurboCx, dNTP 25 pM, 1 pl de cebador de PCR PE 1.0 y 1 ul de cebador de PCR PE 2.0 (lllumina) en una reaccién
de 50 pl. El perfil de termociclado fue: 95 °C durante 2 min, 98 °C durante 30 s, luego 10 ciclos a 98 °C durante 15 s,
60 °C durante 30 s y 72 °C durante 4 min, con una etapa final de 72 °C durante 10 min (R Lister, et al. 2009 Nature;,
462: 315-322). Los productos de la PCR se purificaron utilizando perlas magnéticas AMPure XP.

El ADN plasmatico extraido de 3,2-4 ml de muestras de plasma materno se enriquecié con ADN lambda fragmentado
(25 pg por ml de plasma) y se someti6 a la construccidén de bibliotecas como se ha descrito anteriormente (R. W. K.
Chiu et al. 2011 BMJ; 342: ¢7401). Después de ligar a los adaptadores metilados, se dividieron los productos de
ligacién en 2 mitades y una porcidén se sometié a 2 series de modificacion con bisulfito. A continuacién, los productos
de ligacion tratados con bisulfito o no tratados se enriquecieron mediante 10 ciclos de PCR como se ha descrito
anteriormente.

Las bibliotecas de ADN tratadas con bisulfito o no tratadas se secuenciaron para 75 pb en formato de ambos extremos
en instrumentos HiSeq2000 (lllumina). Los grupos de ADN se generaron con un kit de generacién de grupos de ambos
extremos v3 en un instrumento cBot (lllumina). El analisis de imagenes en tiempo real y la lectura de bases se
realizaron utilizando el software HiSeq Control (HCS) vl.4 y el software Real Time Analysis (RTA) vI.13 (lllumina),
mediante el que los calculos automatizados de la matriz y el desfase se basaron en el control PhiX v3 secuenciado
con las bibliotecas de ADN.

B. Alineacién de secuencias e identificacién de citosinas metiladas
Después la lectura de bases, se eliminaron las secuencias adaptadoras y las bases de baja calidad (es decir,
puntuacién de calidad <20) en los extremos de los fragmentos. A continuacién, se procesaron las lecturas recortadas

en formato FASTQ mediante una linea de analisis de datos de metilacion denominada Methy-Pipe (P Jiang, et al.
Methy-Pipe: An integrated bioinformatics data analysis pipeline for whole genome methylome analysis, ponencia
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presentada en la IEEE International Conference on Bioinformatics and Biomedicine Workshops, Hong Kong, del 18 al
21 de diciembre de 2010). Para alinear las lecturas de secuenciacién convertidas con bisulfito, primero realizamos una
conversioén informatica de todos los restos de citosina a timina, en las cadenas de Watson y Crick por separado,
utilizando el genoma humano de referencia (NCBI build 36/hgl8). A continuacién, realizamos la conversién informética
de cada citosina en timina en todas las lecturas procesadas y conservamos la informacién posicional de cada resto
convertido. SOAP2 (R Li, et al. 2009 Bioinformatics; 25: 1966-1967) para alinear las lecturas convertidas con los dos
genomas humanos de referencia preconvertidos, con un méaximo de dos desajustes permitidos para cada lectura
alineada. Solo se seleccionaron las lecturas asignables a una ubicacién genémica Unica. Se eliminaron las lecturas
ambiguas que correspondian tanto a la cadena de Watson como a la de Crick y las lecturas duplicadas (clonales) que
tenian las mismas posiciones gendémicas inicial y final. Las lecturas secuenciadas con un tamafio de insercién <600 pb
se retuvieron para los analisis de metilacién y tamafio.

Los restos de citosina en el contexto del dinucleétido CpG fueron los principales objetivos de los estudios posteriores
de metilacién del ADN. Después de la alineacion, las citosinas presentes originalmente en las lecturas secuenciadas
se recuperaron basandose en la informacién posicional conservada durante la conversién informética. Las citosinas
recuperadas entre los dinucleétidos CpG se puntuaron como metiladas. Las timinas entre los dinucleétidos CpG se
puntuaron como no metiladas. EI ADN lambda no metilado incluido durante la preparacién de la biblioteca sirvié como
control interno para estimar la eficacia de la modificacién con bisulfito sédico.

Todas las citosinas del ADN lambda deberian haberse convertido en timinas si la eficacia de conversién del bisulfito
fuera del 100 %.

XIl. SUMARIO

Con el uso de las realizaciones descritas, en el presente documento, se podria cribar, detectar, hacer un seguimiento
o pronosticar el cdncer de forma no invasiva utilizando, por ejemplo, el plasma de un sujeto. También se podria realizar
un cribado prenatal, diagnéstico, investigaciéon o seguimiento de un feto mediante la deduccion del perfil de metilacién
del ADN fetal a partir del plasma materno. Para ilustrar la potencia del enfoque, demostramos que la informacién que
convencionalmente se obtenia mediante el estudio de los tejidos placentarios podia evaluarse directamente a partir
del plasma materno. Por ejemplo, el estado de sellado de los locus génicos, la identificacién de los locus con metilacién
diferencial entre el ADN fetal y materno, y la variaciéon gestacional en el perfil de metilacién de los locus génicos se
lograron mediante el analisis directo del ADN plasmético materno. La principal ventaja de nuestro enfoque es que el
metiloma fetal podria evaluarse de forma exhaustiva durante la gestacién sin interrupcién del mismo ni necesidad de
tomar muestras invasivas de tejidos fetales. Dada la conocida asociacién entre el estado alterado de metilacién del
ADN y las numerosas afecciones asociadas a la gestacién, el enfoque descrito en este estudio puede servir como una
herramienta importante para investigar la fisiopatologia y la identificacion de biomarcadores para esas condiciones.
Centrandonos en los locus sellados, demostramos que tanto los perfiles de metilacién fetal transmitidos por el padre
como los transmitidos por la madre podian evaluarse a partir del plasma materno. Este enfoque puede ser
potencialmente util para la investigacion de enfermedades relacionadas con el sellado gendmico. También se pueden
aplicar algunas realizaciones directamente a la evaluacién prenatal de enfermedades fetales o asociadas a la
gestacién.

Hemos demostrado que es posible aplicar la secuenciacién con bisulfito de todo el genoma para investigar el perfil de
metilacién del ADN de los tejidos placentarios. Hay aproximadamente 28 millones de sitios CpG en el genoma humano
(C Clark et al. 2012 PLoS One; 7: €50233). Nuestros datos de secuenciacién con bisulfito de la muestra de tejido de
la placenta a término y de las MVC cubrieron méas del 80 % de los CpG. Esto representa una cobertura sustancialmente
més amplia que la que se puede conseguir utilizando otras plataformas de alto rendimiento. Por ejemplo, la micromatriz
de microesferas Infinium HumanMethylation 27K de lllumina que se utilizé en un estudio anterior sobre tejidos
placentarios (T Chu et al. 2011 PLoS One; 6: el4723) solo cubria el 0,1 % de los CpG del genoma. La micromatriz de
microesferas Infinium HumanMethylation 450K de Illumina que estaba disponible mas recientemente solo cubria el
1,7 % de los CpG (C. Clark et al. 2012 PLoS One; 7: €50233). Dado que el enfoque MPS esta exento de restricciones
relacionadas con el disefio de la sonda, la eficiencia de hibridacién o la fuerza de captura de anticuerpos, fue posible
evaluar los CpG dentro o fuera de las islas CpG y en la mayoria de los contextos de secuencia.

XIV. SISTEMA INFORMATICO

Cualquiera de los sistemas informaticos mencionados en el presente documento puede utilizar cualquier nimero
adecuado de subsistemas.

En la FIG. 33, en el aparato informético 3300 se muestran ejemplos de dichos subsistemas. En algunas realizaciones,
un sistema informético incluye un Unico aparato informatico, donde los subsistemas pueden ser los componentes del
aparato informatico. En otras realizaciones, un sistema informatico puede incluir varios aparatos informaticos, siendo
cada uno de ellos un subsistema, con componentes internos.

Los subsistemas mostrados en la FIG. 33 estan interconectados a través de un bus de sistema 3375. Se muestran
subsistemas adicionales tales como una impresora 3374, un teclado 3378, dispositivo(s) de almacenamiento 3379, un
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monitor 3376, que se acopla al adaptador de visualizacién 3382, y otros. Los periféricos y los dispositivos de
entrada/salida (E/S), que se acoplan al controlador de E/S 3371, pueden conectarse al sistema informatico por
cualquier numero de medios conocidos en la técnica, tal como el puerto serie 3377. Por ejemplo, puerto serie 3377 o
la interfaz externa 3381 (p. ej. Ethernet, Wi-Fi, etc.) pueden utilizarse para conectar el sistema informético 3300 a una
red de area amplia, tal como Internet, un dispositivo de entrada de ratén o un escaner. La interconexién mediante el
bus de sistema 3375 permite que el procesador central 3373 se comunique con cada subsistema y controle la
ejecucidn de instrucciones procedentes de la memoria del sistema 3372 o de los dispositivos de almacenamiento 3379
(p- €j., un disco fijo), asi como el intercambio de informacidn entre subsistemas. La memoria del sistema 3372 y/o los
dispositivos de almacenamiento 3379 pueden ser realizaciones de un medio legible por ordenador. Cualquiera de los
valores mencionados en el presente documento puede ser la salida de un componente a otro componente y puede
ser la salida al usuario.

Un sistema informético puede incluir una pluralidad de los mismos componentes o subsistemas, p. ej., conectados
entre si por la interfaz externa 3381 o por una interfaz interna. En algunas realizaciones, los sistemas informéticos,
subsistema o aparatos pueden comunicarse a través de una red. En tales casos, un ordenador puede considerarse
como cliente y otro ordenador como servidor, donde cada uno puede formar parte de un mismo sistema informatico.
Un cliente y un servidor pueden incluir cada uno multiples sistemas, subsistemas o componentes.

Debe entenderse que cualquiera de las realizaciones de la presente invencién puede implementarse en forma de
l6gica de control utilizando un hardware (p. ej., un circuito integrado especifico de la aplicacién o una matriz de
selecciéon programable por campo) y/o utilizando un software de ordenador con un procesador generalmente
programable de manera modular o integrada. Como se utiliza en el presente documento, un procesador incluye un
procesador multinicleo en un mismo chip integrado, o varias unidades de procesamiento en una Unica placa de circuito
o conectadas en red. Basandose en la divulgacién y las ensefianzas proporcionadas en el presente documento, un
experto habitual en la materia conoceré y percibira otras formas y/o métodos para implementar las realizaciones de la
presente invencion utilizando equipos fisicos y una combinacién de equipos fisicos y programas informéticos.

Puede implementarse cualquiera de los componentes o las funciones de programas informaticos descritos en la
presente solicitud como cbddigo de programaciéon para su ejecucion mediante un procesador utilizando cualquier
lenguaje informético adecuado, tal como, por ejemplo, Java, C++ o Perl utilizando, por ejemplo, técnicas
convencionales u orientadas por objetos. El codigo de software puede almacenarse como una serie de instrucciones
o comandos en un medio legible por ordenador para su almacenamiento y/o transmisién, los medios adecuados
incluyen la memoria de acceso aleatorio (RAM), una memoria de solo lectura (ROM), un medio magnético tal como un
disco duro o disquete o un medio éptico tal como un disco compacto (CD) o un DVD (disco digital versétil), memoria
flash y similares. El medio legible por ordenador puede ser cualquier combinacién de tales dispositivos de
almacenamiento o transmisién.

Dichos programas también pueden codificarse y transmitirse utilizando sefiales portadoras adaptadas para la
transmisién a través de redes cableadas, épticas y/o inalambricas que se ajusten a una variedad de protocolos, incluida
Internet. Asi pues, se puede crear un medio legible por ordenador de acuerdo con una realizaciéon de la presente
invencién utilizando una sefial de datos codificada con dichos programas. Los medios legibles por ordenador
codificados con el cddigo del programa pueden empaquetarse con un dispositivo compatible o proporcionarse por
separado de otros dispositivos (p. €]., a través de descarga de Internet). Cualquier medio legible por ordenador puede
residir en o dentro de un solo producto de programa de ordenador (p. ej., un disco duro, un CD o un sistema informético
completo) y puede estar presente en o dentro de diferentes productos de programa de ordenador dentro de un sistema
o red. Un sistema informatico puede incluir un monitor, una impresora u otro dispositivo de presentacién adecuado
para proporcionar a un usuario cualquiera de los resultados mencionados en el presente documento.

Cualquiera de los métodos descritos en el presente documento puede realizarse total o parcialmente con un sistema
informatico que incluya uno o mas procesadores, que pueden configurarse para realizar las etapas. Por tanto, las
realizaciones pueden dirigirse a sistemas informaticos configurados para realizar las etapas de cualquiera de los
métodos descritos en el presente documento, potencialmente con diferentes componentes que realizan una etapa o
un grupo de etapas respectivas. Aunque se presentan como etapas numeradas, las etapas de los métodos descritos
en el presente documento pueden realizarse al mismo tiempo o en un orden diferente. Adicionalmente, pueden usarse
partes de estas etapas con partes de otras etapas de otros métodos. Del mismo modo, la totalidad de una etapa o
partes de la misma pueden ser opcionales. Adicionalmente, cualquiera de las etapas de cualquiera de los métodos
puede realizarse con médulos, circuitos u otros medios para realizar estas etapas.

Los detalles especificos de las realizaciones particulares pueden combinarse de cualquier manera adecuada sin
apartarse del espiritu ni del alcance de las realizaciones de la invencién. Sin embargo, otras realizaciones de la
invencién pueden dirigirse a realizaciones especificas relativas a cada aspecto individual, o a combinaciones
especificas de estos aspectos individuales.

La descripcién anterior de las realizaciones ilustrativas de la invencién se ha presentado con fines ilustrativos y

descriptivos. No pretenden ser exhaustivos ni limitar la invencién a la forma precisa descrita y son posibles muchas
modificaciones y variaciones a la luz de las ensefianzas anteriores. Las realizaciones se eligieron y se describieron
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para explicar mejor los principios de la invencién y su aplicacién practica para permitir asi que otros expertos en la
materia utilicen mejor la invencién en diversas realizaciones y con diversas modificaciones que se adapten al uso
particular contemplado.

Una cita de "un", "una" o "el/la" se entiende como "uno 0 més" a menos que se indique especificamente lo contrario.

de cualquiera de los métodos puede realizarse con médulos, circuitos u otros medios para realizar estas etapas.

Los detalles especificos de las realizaciones particulares pueden combinarse de cualquier manera adecuada sin
apartarse del alcance de las realizaciones de la invencién. Sin embargo, otras realizaciones de la invenciéon pueden
dirigirse a realizaciones especificas relativas a cada aspecto individual, o a combinaciones especificas de estos
aspectos individuales.

La descripcién anterior de las realizaciones ilustrativas de la invencién se ha presentado con fines ilustrativos y
descriptivos. No pretenden ser exhaustivos ni limitar la invencién a la forma precisa descrita y son posibles muchas
modificaciones y variaciones a la luz de las ensefianzas anteriores. Las realizaciones se eligieron y se describieron
para explicar mejor los principios de la invencién y su aplicacién practica para permitir asi que otros expertos en la
materia utilicen mejor la invencién en diversas realizaciones y con diversas modificaciones que se adapten al uso
particular contemplado.

Una cita de "un", "una" o "el/la" se entiende como "uno 0 més" a menos que se indique especificamente lo contrario.

Tabla S2A. Lista de las 100 regiones mas hipermetiladas identificadas a partir de muestras de vellosidades
coridénicas del primer trimestre y de glébulos sanguineos maternos.

Cromosoma Inicio Final Tamafio  Glébulos MVC Valores Diferencia de
(pb) sanguineos de P metilacién
maternos

cr. 13 113063600 113064100 500 0,009 0,9 3,67E-15 0,891
cr. 6 36279700 36280200 500 0,0068. 0,8957 2,39E-22  0,8889
cr. 16 66876000 66876500 500 0,0327 0,9211 3,82E-21  0,8884
cr. 10 163500 164000 500 0,0195 0,9034 3,60E-35 0,8839
cr. 9 3518300 3518800 500 0,0263 0,9045 1,32E-26 0,8782
cr. 12 31877100 31877600 500 0,007 0,8784 3,08E-22 0,8714
cr. 22 37477400 37478400 1000 0,0152 0,8848 0,00E+00 0,8696
cr. 4 148940500 148941000 500 0,0055 0,8717 4,40E-29  0,8662
cr. 5 131836300 131836800 500 0,075 0,9403 1,54E-10  0,8653
cr. 17 26661700 26663600 1900 0,0187 0,875 2,95E-38 0,8563
cr.2 105758600 105759600 1000 0,0305 0,8828 1,19E-53  0,8523
cr. 22 39188800 39189800 1000 0 0,8514 2,05E-46 0,8514
cr. 3 153443900 153444900 1000 0,0436 0,8945 5,43E-34 0,8509
cr. 6 25149600 25150600 1000 0,0135 0,8632 0,00E+00 0,8497
cr. 5 98296800 98297300 500 0,0432 0,8925 4,97E-23  0,8493
cr. 7 150679900 150680400 500 0,0496 0,8944 6,50E-17  0,8448
cr. 7 107563100 107563600 500 0,0495 0,8895 9,58E26 0,84
cr. 7 37348300 37349300 1000 0,0012 0,8409 0,00E+00 0,8397
cr. 14 58837800 58838300 500 0,0097 0,848 3,35E-16  0,8383
cr. 6 119238100 119238600 500 0,0899 0,928 2,38E-19  0,8381
cr. 16 93669900 93670400 500 0,0753 0,913 2,19e-10  0,8377
cr. 17 26669200 26670200 1000 0,0221 0,859 1,44E-29 0,8369
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Cromosoma

cr.
cr.
cr.
cr.
cr.
cr.
cr.
cr.
cr.
cr.
cr.
cr.
cr.
cr.
cr.
cr.
cr.
cr.
cr.
cr.
cr.
cr.
cr.

cr.

2
13
16
6
3
3
8

Inicio
88108100
98363800
66948000
42098000
129876000
142700300
145883800
8320700
120438100
173792600
40320700
72076200
29663900
66961100
27083100
111249600
101412400
242549200
38642800
85893600
142368600
130969500
196783900
49258100

232601200
109039500
59491300
42194100
116174500
73429200
157462800
16858500
96662800
88143000
16090000
29436300
77816100

Final

88108600
98364300
66948500
42098500
129876500
142700800
145884300
8321200
120438600
173793100
40321200
72076700
29665400
66962100
27084100
111250100
101412900
242549700
38643300
85894100
142369100
130970000
196784400
49258600

232601700
109040000
59491800
42194600
116175500
73429700
157463300
16859500
96663300
88143500
16091000
29437300
77816600
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Tamario

(pb)
500

500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
1500
1000
1000
500
500
500
500
500
500
500
500
500

500
500
500
500
1000
500
500
1000
500
500
1000
1000
500

(continuacién)

Glébulos sanguineos MVC
maternos

0,075
0,11
0,0331
0,0484
0,0565
0,0063
0,0392
0,0566
0,102
0,0182
0,0539
0,0299
0,0081
0,0489
0,097
0,0613
0

0
0,0191
0,0394
0,0385
0,069

0,0733
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0,0594
0,0366
0,0662
0,11
0,0062

0,0758
0,0021
0,0614
0,1538
0,0899
0,0553
0,1069

0,9109
0,9457
0,8685
0,8835
0,8897
0,8393
0,872

0,8871
0,9292
0,8453
0,8788
0,8525
0,8305
0,8712
0,9177
0,8795
0,8167
0,8155
0,8346
0,8533
0,8523
0,8824
0,8123
0,8851

0,8707
0,8471
0,8758
0,9182
0,8132
0,8066
0,8819
0,8068
0,8651
0,9559
0,8904
0,8556
0,9068

Valores de
P
3,55E-17

1,28E-11
0,00E+00
3,73E-16
8,81E-17
2,69E-22
0,00E+00
9,40E-09
7,09E-16
2,84E-39
6,50E-30
6,48E-10
0,00E+00
0,00E+00
2,37E-55
1,99E-20
8,26E-32
3,50E-21
3,22E-41
1,45E-15
1,18E-18
2,42E-24
3,63E-40
4,29E-18

1,73E-13
1,07E-11
2,15E-17
1,61E-12
1,98E-60
9,81E-33
7,94E-16
4,76E-68
6,79E-28
7,43E-09
1,60E-53
1,18E-80
231E-17

Diferencia de
metilacién
0,8359

0,8357
0,8354
0,8351
0,8332
0,833

0,8328
0,8305
0,8272
0,8271
0,8249
0,8226
0,8224
0,8223
0,8207
0,8182
0,8167
0,8155
0,8155
0,8139
0,8138
0,8134
0,8123
0,8118

0,8113
0,8105
0,8096
0,8082
0,807
0,8066
0,8061
0,8047
0,8037
0,8021
0,8005
0,8003
0,7999
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(continuacién)

Cromosoma Inicio Final Tamafio Glébulos sanguineos MVC  Valores de Diferencia de
(pb) maternos P metilacién

cr. 10 30346800 30347300 500 0,1212 0,9211 7,48E-07 0,7999
cr. 1 89510300 89511300 1000 0,0203 0,8191 3,53E-77 0,7988
cr. 3 125986100 125986600 500 0,1686 0,9674 524E-22 0,7988
cr. 19 60162800 60163300 500 0,0127 0,8113 9,99E-19 0,7986
cr. 16 73655900 73656900 1000 0,082 0,8806 4,48E-41 0,7986
cr. 16 30104300 30105800 1500 0,0298 0,8282 0,00E+00 0,7984
cr. 10 118642400 118642900 500 0,0588 0,8571 8,63E-11 0,7983
cr. 16 4495000 4496000 1000 0,0632 0,8615 2,27E-44 0,7983
cr. 1 2048300 2048800 500 0,0309 0,8289 1,19E-80 0,798
cr.2 136481800 136482800 1000 0,0554 0,8533 §8,50E-48 0,7979
cr. 10 29959200 29959700 500 0,1429 0,94 2,60E-08 0,7971
cr. 6 139642400 139642900 500 0,0618 0,8585 2,16E-29 0,7967
cr. 14 69825300 69825800 500 0,0654 0,8615 6,85E-14 0,7961
cr. 8 49739700 49740200 500 0,0324 0,828 2,88E-30 0,7956
cr. 17 42205700 42206200 500 0,057 0,852 2,11E-30 0,795
cr. 4 77445300 77445800 500 0,0442 0,8377 1,79E-35 0,7935
cr. 17 53762700 53766300 3600 0,0003 0,7926 0,00E+00 0,7923
cr. 17 44269900 44270400 500 0,026 0,8182 3,49E-21 0,7922
cr. 6 42462700 42463200 500 0,0761 0,8678 4,74E-22 0,7917
cr.2 23396200 23396700 500 0,0333 0,8235 1,25E-14 0,7902
cr. 9 100921100 100921600 500 0,0244 0,814  3,32E-21 0,7896
cr. 7 74016100 74016600 500 0,1442 0,9333 6,74E-10 0,7891
cr. 6 157879000 157879500 500 0,133 0,9219 6,36E-17 0,7889
cr. 3 3189400 3190400 1000 0,0693 0,8571 1,38E-24 0,7878
cr. 16 29581500 29584500 3000 0,0081 0,7956 0,00E+00 0,7875
cr. 17 42201800 42202800 1000 0,0884 0,8751 0,00E+00 0,7867
cr. 11 94257000 94257500 500 0,1122 0,8986 4,29E-10 0,7864
cr. 10 14741600 14742100 500 0,0139 0,8 1,73E-20 0,7861
cr. 21 33826900 33827400 500 0,0879 0,8739 2,81E-11 0,786
cr. 4 130057200 130057700 500 0,0893 0,875 1,76E-13 0,7857
cr. 21 35343400 35343900 500 0 0,7853 7,43E-18 0,7853
cr. 12 105372800 105373300 500 0,0923 0,8767 8,67E-22 0,7844
cr. 6 10799800 10800300 500 0,1429 0,9263 821E-17 0,7834
cr. 5 16753100 16753600 500 0,041 0,8241 1,40E-15 0,7831
cr. 3 135746000 135746500 500 0,1429 0,9259 2,86E-09 0,783
cr. 6 53708300 53708800 500 0,0412 0,8235 2,74E-31 0,7823
cr.2 128122900 128123400 500 0,0634 0,8455 4,82E-21 0,7821
cr. 6 150574200 150574700 500 0,0876 0,8696 1,56E-20 0,782
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(continuacién)

Cromosoma Inicio Final Tamafio Glébulos sanguineos MVC  Valores de Diferencia de
(pb) maternos P metilacién
cr. 16 84326000 84327000 1000 0,1071 0,8891 3,58E-61 0,782
cr. 1 26744500 26745500 1000 0,0336 0,8152 0,00E+00 0,7816
cr.2 234882000 234882500 500 0,0392 0,819 763E-14 0,7798

Tabla S2B. Lista de las 100 regiones mas hipometiladas identificadas a partir de muestras de vellosidades
coridnicas del primer trimestre y de glébulos sanguineos maternos.

Cromosoma Inicio Final Tamafio  Glébulos MVC Valores Diferencia de
(pb) sanguineos de P metilacién
maternos

cr. 18 12217500 12218500 1000 0,9873 0 3,05E-25 0,9873
cr. 17 22885400 22885900 500 0,9714 0,0161 8,92E-12 0,9553
cr. 3 184827100 184827600 500 0,9875 0,033 4,79E-16 0,9545
cr. 5 148968300 148968800 500 0,98 0,0426 6,70E-09 0,9374
cr. 10 104794500 104795000 500 0,973 0,0385 9,33E-10 0,9345
cr. 4 84977900 84978400 500 0,9643 0,0417 2,98E-08 0,9226
cr. 3 180395300 180395800 500 0,9877 0,0667 6,72E-08 0,921
cr.2 138908300 138908800 500 0,939 0,0208 1,10E-16 0,9182
cr. 6 139873100 139873600 500 0,9667 0,0526 1,29E-07 0,914
cr. 8 59604700 59605200 500 0,9468 0,033 2,88E-14 0,9138
cr. 6 167622300 167622800 500 0,9452 0,0316 3,86E-14 0,9136
cr. 3 175701300 175701800 500 0,9846 0,0735 7,43E-10 0,9111
cr. 13 59246400 59246900 500 0,9402 0,0313 2,3E.-11 0,9089
cr. 12 71263600 71264100 500 0,9296 0,0213 1,08E-08 0,9083
cr. 5 39459400 39459900 500 0,9219 0,014 5,01E-22 0,9079
cr. 17 24904700 24905200 500 0,9161 0,0092 5,04E-35 0,9069
cr. 12 31889900 31890400 500 0,9524 0,0465 6,78E-13 0,9059
cr. 3 152897800 152898300 500 0,9402 0,0345 1,70E-17 0,9057
cr. 1 40378700 40379200 500 0,9565 0,0526 3,31E-09 0,9039
cr. 12 43979300 43979800 500 0,952 0,05 6,68E-13 0,902
cr. 18 1395900 1397400 1500 0,9308 0,0293 0,00E+00 0,9015
cr. 1 223482900 223483400 500 0,9579 0,0575 3,36E-24 0,9004
cr. 9 130357000 130357500 500 0,9282 0,0286 9,19E-13 0,8996
cr. 3 72878300 72878800 500 0,9612 0,0625 8,20E-14 0,8987
cr. 7 84347200 84348700 1500 0,9401 0,0418 0,00E+00 0,8983
cr. 15 37317500 37318000 500 0,9358 0,0385 7,58E-14 0,8973
cr. 8 42528600 42529100 500 0,9302 0,0337 1,73E-14 0,8965
cr. 6 134914000 134914500 500 0,9037 0,0076 4,84E-21 0,8961
cr. 13 56207100 56208100 1000 0,9184 0,0245 0,00E+00 0,894
cr.2 209074000 209074500 500 0,9309 0,037 6,13E-27 0,8938
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(continuacién)

.. - Tamaiio Glébylos
Cromosoma Inicio Final (pb) sanguineos MvC
maternos

cr. 12 74021100 74022100 1000 0,9513 0,058
cr. 4 118939300 118939800 500 0,9192 0,0276
cr. 5 12626600 12628600 2000 0,9266 0,0355
cr. 5 105517300 105518300 1000 0,927 0,0359
cr. 12 70056300 70057300 1000 0,9488 0,0609
cr. 6 153238200 153239200 1000 0,9123 0,0244
cr. 17 60374800 60375300 500 0,9655 0,0777
cr. 14 68272700 68273200 500 0,9389 0,0523
cr. 19 54533800 54534800 1000 0,9117 0,0262
cr. 12 15392200 15393200 1000 0,9307 0,0457
cr. 1 212517400 212517900 500 0,9266 0,0417
cr. 10 49344400 49345400 1000 0,9422 0,0579
cr. 3 47410400 47410900 500 0,9213 0,0381
cr. 3 879500 880000 500 0,9455 0,0625
cr.2 31572400 31573400 1000 0,9176 0,0357
cr. 1 89131200 89131700 500 0,9314 0,0498
cr. 8 94832000 94832500 500 0,9156 0,0351
cr. 7 14008300 14009800 1500 0,9349 0,0545
cr. 12 12971300 12972300 1000 0,9361 0,0559
cr. 5 43114700 43115200 500 0,9638 0,0842
cr. 11 107872400 107872900 500 0,9472 0,0677
cr. 8 49757600 49758100 500 0,9048 0,0269
cr. 13 33106400 33106900 500 0,9384 0,0606
cr. 3 190658800 190659300 500 0,9388 0,0617
cr. 1 181508000 181508500 500 0,9259 0,0495
cr. 1 180436900 180437400 500 0,9412 0,0852
cr. 6 122642800 122643800 1000 0,9218 0,0458
cr. 5 166429300 166429800 500 0,9551 0,08

cr. 12 14972900 14973400 500 0,9483 0,0733
cr. 5 123933900 123934400 500 0,943 0,0683
cr.2 15969400 15970400 1000 0,8939 0,0196
cr. 3 167635200 167636200 1000 0,9363 0,0625
cr. 5 159442700 159443200 500 0,9174 0,044
cr. 4 48027200 48027700 500 0,9839 0,1111
cr. 6 140071500 140072000 500 0,9234 0,0506
cr. 10 22356300 22356800 500 0,9548 0,0822
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Valores
deP

0,00E+00
6,68E-27
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
3,64E-14
1,23E-22
0,00E+00
0,00E+00
9,81E-12
0,00E+00
5,59E-16
8,06E-06
0,00E+00
5,15E-70
2,16E-65
0,00E+00
0,00E+00
1,79E-13
2,31E-32
3,15E-52
9,54E-15
2, 71E-22
3,78E-15
2,36E-13
0,00E+00
5,26E-05
2,10E-18
1,12E-39
9,43E-46
9,03E-41
6,27E-14
8,89E-06'
4,39E-33
1,04E-18

Diferencia de
metilacion

0,8933
0,8916
0,8911
0,891
0,888
0,8879
0,8878
0,8866
0,8855
0,885
0,8849
0,8844
0,8832
0,883
0,8819
0,8816
0,8805
0,8804
0,8802
0,8796
0,8794
0,8779
0,8778
0,877
0,8764
0,876
0,8759
0,8751
0,8749
0,8746
0,8743
0,8738
0,8734
0,8728
0,8728
0,8726



Cromosoma

cr. 8
cr. 11
cr.2
cr. 18
cr. 3
cr. 1
cr.2
cr. 3

cr. 12

cr.
cr.
cr.
cr.

cr.

D w0 o NN

cr.
cr. 17
cr. 14
cr.7
cr.6
cr.6
cr. 14
cr. 12
cr.7
cr. 14
cr.2
cr. 12
cr.5
cr.2
cr. 11
cr. 11
cr. 1
cr.5

cr.5

Inicio

61007300
95463500
216399800
57359700
102734400
173605700
86993700
162621100
10144800
113855100
156958200
55775000
124898400
420Q3700
24162200
35394000
8451800
53487700
98572800
52208700
159047900
22152600
103285000
43302200
22247400
66780900
97393000
162797900
83598400
111358800
104891100
184583600
132350500
53268300

Final

61007800
95464000
216400300
57360200
102734900
173606200
86995700
162621600
10145300
113855600
156959200
55776000
124898900
42004700
24162700
35395000
8453300
53488700
98573300
52299200
159048400
22153100
103285500
43302700
22247900
66781400
97393500
162798900
83599400
111359300
104892600
184584100
132351500
53268800
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Tamaino
(pb)

500
500
500
500
500
500
2000
500
500
500
1000
1000
500
1000
500
1000
1500
1000
500
500
500
500
500
500
500
500
500
1000
1000
500
1500
500
1000
500

(continuacién)

sanguineos

71

Glébulos
maternos
0,9197
0,9348
0,938
0,9293
0,8917
0,96
0,8965
0,9226
0,929
0,9667
0,9252
0,9159
0,8987
0,9262
0,883
0,9204
0,9376
0,9013
0,9651
0,9427
0,908
0,9085
0,9321
0,968
0,9804
0,9355
0,9045.
0,9271
0,9354
0,9156
.0,9164
0,9647
0,9042
0,972

MvC

0,0476
0,0629
0,0667
0,0584
0,0207
0,0891
0,0261
0,0526
0,0598
0,0082
0,0571
0,0483
0,0313
0,0588
0,0161
0,0539
0,0714
0,0353
0,0995
0,0772
0,0426
0,0435
0,0674
0,1037
0,1163
0,0714
0,0408
0,0635
0,0719
0,0523
0,0533
0,1026
0,0426
0,1111

Valores
deP

1,24E-15
1,16E-20
5,98E-06
1,77E-19
7,94E-22
5,46E-13
0,00E+00
7,89E-38
3,45E-17
3,97E-14
8,89E-50
0,00E+00
1,91E-15
0,00E+00
1,75E-27
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
8,37E-26
1,31E-28
3,34E-08
4,43E-17
0,00E+00
6,40E-16
3,83E-06
8,37E-09
3,46E-21
1,75E-57
0,00E+00
4,15E-24
0,00E+00
3,02E-13
1,86E-36
4,76E-16

Diferencia de
metilacion

0,8721
0,8718
0,8713
0,871

0,871

0,8709
0,8704
0,8699
0,8691
0,8685
0,8681
0,8676
0,8675
0,8674
0,8668
0,8665
0,8662
0,866

0,8656
0,8655
0,8655
0,865

0,8647
0,8643
0,8641
0,8641
0,8637
0,8636
0,8635
0,8632
0,863

0,8621
0,8616
0,8609
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Tabla S2C. Lista de las 100 regiones mas hipermetiladas identificadas a partir de tejido placentario y
glébulos sanguineos maternos del tercer trimestre.

Cromosoma Inicio Final Tamarfio Glébulos Placenta Valoresde Diferencia
(pb) sanguineos atérmino P de
maternos metilacién
cr. 4 78129700 78130200 500 0,0488 0,9747 3,97E-33 0,926
cr. 5 131467400 131467900 500 0,0213 0,9275 7,10E-27 0,9063
cr. 17 26661700 26663600 1900 0,0187 0,9226 1,79E-41 0,9039
cr. 4 148940500 148941000 500 0,0055 0,9079 1,82E-29 0,9024
cr. 9 100921100 100921600 500 0,0244 0,9242 1,38E-25 0,8998
cr. 6 137114200 137114700 500 0 0,8934 8,87E-14 0,8934
cr. 3 173792600 173793100 500 0,0182 0,9091 1,70E-42 0,8908
cr. 5 98296800 98297300 500 0,0432 0,9333 2,58E-23 0,8901
cr. 12 44898000 44898500 500 0 0,8889 4,47E-11 0,8889
cr. 3 197328900 197329400 500 0,0169 0,9048 5,55E-10 0,8878
cr. 8 49739700 49740200 500 0,0324 0,9194 5,71E-34 0,887
cr. 12 122279300 122279800 500 0,0135 0,8969 3,46E-21 0,8834
cr. 17 43092200 43092700 500 0 0,8824 4,34E-10 0,8824
cr. 7 107563100 107563600 500 0,0495 0,931 1,05E-28 0,8815
cr. 11 72543200 72543700 500 0,0377 0,9167 2,94E-09 0,8789
cr. 14 58837800 58838300 500 0,0097 0,886 9,16E-18 0,8763
cr. 3 153443900 153444900 1000 0,0436 0,9197 6,24E-39 0,876
cr. 3 16953200 16953700 500 0,0896 0,9655 6,78E-09 0,876
cr. 17 42205700 42206200 500 0,057 0,933 1,13E-31 0,8759
cr. 6 53217600 53218100 500 0,0818 0,9571 1,54E-19 0,8754
cr. 3 112749000 112749500 500 0,0403 0,9154 4,11E-22 0,8752
cr. 8 22453700 22454200 500 0,003 0,8765 1,64E-50 0,8735
cr. 1 162860900 162861400 500 0,023 0,8932 8,37E-14 0,8702
cr. 6 36279700 36280200 500 0,0068 0,8762 1,14E-21 0,8694
cr. 5 80962500 80963000 500 0 0,8679 2,08E-15 0,8679
cr. 16 11312500 11313000 500 0 0,8679 2,14E-10 0,8679
cr. 16 29663900 29665400 1500 0,0081 0,8759 0,00E+00 0,8678
cr. 3 120438100 120438600 500 0,102 0,9639 2,98E-15 0,8618
cr. 8 134157000 134157500 500 0,0625 0,9219 6,10E-20 0,8594
cr. 6 42620900 42621400 500 0 0,8571 5,68E-08 0,8571
cr. 5 131836300 131836800 500 0,075 0,9315 1,26E-10 0,8565
cr. 14 60290000 60290500 500 0 0,8544 5,63E-14 0,8544
cr. 6 42850300 42851300 1000 0,0676 0,9211 2,38E-24 0,8534
cr. 8 28974100 28974600 500 0,0394 0,8927 2,03E-51 0,8533
cr. 22 22368500 22369000 500 0,0248 0,8778 1,18E-70 0,8529
cr. 14 69825300 69825800 500 0,0654 0,9174 2,73E-14 0,852

72



ES 2994 426 T3

(continuacién)

o Glébulos Diferencia
Cromosoma Inicio Final Tamaiio sanguineos Pla}cer]ta Valores de de
(pb) maternos 2 término P metilacién

cr. 3 142700300 142700800 500 0,0063 0,8582 2,56E-23 0,8519
cr. 17 59491300 59491800 500 0,0662 0,9175 1,81E-16 0,8513
cr. 15 30881700 30882200 500 0,0493 0,8995 2,38E-26 0,8502
cr. 15 91496300 91496800 500 0 0,85 3,13E-17 0,85

cr. 17 18745300 18745800 500 0,0294 0,8775 3,47E-51 0,848
cr. 15 29436500 29437000 500 0,0336 0,8811 2,62E-66 0,8476
cr. 2 217795300 217795800 500 0 0,8472 1,78E-22 0,8472
cr. 11 16328100 16328600 500 0,0278 0,875 3,43E-11 0,8472
cr. 13 113063500 113064000 500 0,0102 0,8571 1,82E-15 0,8469
cr. 5 40472400 40472900 500 0,0197 0,8664 7,54E-35 0,8467
cr. 1 242549200 242549700 500 0 0,8462 8,53E-23 0,8462
cr. 11 58099100 58099600 500 0,0162 0,8612 4,45E-35 0,845
cr. 9 16020400 16020900 500 0,0132 0,8555 8,05E-23 0,8423
cr. 8 37550700 37551200 500 0,0093 0,8512 1,11E-16 0,8419
cr. 5 75722400 75722900 500 0,1215 0,9627 5,97E-23 0,8411
cr. 19 60454700 60455200 500 0,0316 0,8722 2,44E-62 0,8405
cr. 4 99587100 99587600 500 0,0128 0,8526 1,49E-12 0,8398
cr. 6 25149600 25150600 1000 0,0135 0,8514 0,00E+00 0,8379
cr. 1 32065200 32065700 500 0 0,8371 1,09E-44' 0,8371
cr. 7 5337200 5337700 500 0,0727 0,9098 2,18E-14 0,8371
cr. 17 44269900 44270400 500 0,026 0,8621 3,94E-22 0,8361
cr. 1 36180800 36181300 500 0,0714 0,9067 1,23E-09 0,8352
cr. 18 10472700 10473700 1000 0,0713 0,9064 9,35E-70 0,8351
cr. 5 350000 350500 500 0,0297 0,8643 1,49E-16 0,8346
cr. 2 136481800 136482800 1000 0,0554 0,8887 1,87E-52 0,8332
cr. 4 89241100 89241600 500 0,1091 0,9423 1,05E-12 0,8332
cr. 17 40320700 40321200 500 0,0539 0,8859 6,94E-31 0,832
cr. 7 133897200 133897700 500 0,0769 0,9077 1,64E-24 0,8308
cr. 8 98060600 98061100 500 0,0741 0,9048 3,11E-07 0,8307
cr. 8 134141500 134142000 500 0 0,829 2,77E-58 0,829
cr. 14 80250600 80251100  500- 0,0839 0,9122 2,05E-18 0,8283
cr. 2 100730900 100731400 500 0,0787 0,9067 4,85E-11 0,828
cr. 2 88108100 88108600 500 0,075 0,901 2,10E-16 0,826
cr. 19 16338500 16339500 1000 0,0011 0,8259 0,00E+00 0,8247
cr. 5 141791900 141792900 1000 0,0225 0,8467 0,00E+00 0,8243
cr. 11 116227400 116227900 500 0 0,8242 1,01E-17 0,8242
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(continuacién)

o Glébulos Diferencia
Cromosoma Inicio Final Tamaiio sanguineos Pla}cer]ta Valores de de
(pb) maternos 2 termino P metilacién
cr. 22 48705500 48706000 500 0,0649 0,8891 4,00E-76 0,8242
cr. 9 3518300 3518800 500 0,0263 0,8493 6,66E-25 0,823
cr. 11 16791000 16791500 500 0,1095 0,9322 1,05E-22 0,8228
cr. 3 135746000 135746500 500 0,1429 0,9651 7,63E-10 0,8223
cr. 1 19323400 19323900 500 0,0411 0,8624 2,36E-20 0,8213
cr. 9 96662800 96663300 500 0,0614 0,8826 1,07E-28 0,8212
cr. 7 37348300 37349300 1000 0,0012 0,821 0,00E+00 0,8198
cr. 2 234882000 234882500 500 0,0392 0,8591 5,36E-15 0,8198
cr. 6 44694000 44694500 500 0,1024 0,9222 5,68E-19 0,8198
cr. 17 18320500 18321000 500 0 0,8197 2,78E-39 0,8197
cr. 22 28992000 28994000 2000 0,0012 0,8195 0,00E+00 0,8183
cr. 17 53762700 53766300 3600 0,0003 0,8179 0,00E+00 0,8176
cr. 1 114215500 114216000 500 0 0,8169 2,24E-20 0,8169
cr. 6 13381700 13382700 1000 0,0037 0,8206 1,03E-40 0,8169
cr. 5 17045400 17045900 500 0,0235 0,84 3,24E-13 0,8165
cr. 12 110924300 110924800 500 0,0855 0,9016 1,01E-18 0,816
cr. 1 200499800 200500300 500 0,011 0,8269 9,73E-24 0,8159
cr. 4 8311000 8311500 500 0,053 0,8687 7,82E-18 0,8157
cr. 8 6535300 6535800 500 0,0667 0,8824 5,25E-09 0,8157
cr. 6 42462700 42463200 500 0,0761 0,8919 5,78E-23 0,8157
cr. 1 91969900 91970400 500 0,0172 0,8325 5,23E-18 0,8152
cr. 2 105758600 105759600 1000 0,0305 0,8455 5,15E-52 0,815
cr. 21 37538500 37539000 500 0,1595 0,9745 8,81E-16 0,815
cr. 9 92953000 92953500 500 0,0189 0,8333 1,88E-15 0,8145
cr. 16 30104400 30105900 1500 0,0505 0,8636 0,00E+00 0,8131
cr. 1 234184400 234185400 1000 0,0346 0,8477 9,66E-31 0,813
cr. 8 19116400 19116900 500 0 0,8125 9,33E-11 0,8125
cr. 4 141194300 141195300 1000 0,0865 0,899 5,46E-30 0,8125

Tabla S2D. Lista de las 100 regiones mas hipometiladas identificadas a partir de tejido placentario y glébulos
sanguineos maternos del tercer trimestre.

Cromosoma Inicio Final Tamafo Glébulos Placenta Valores de P Diferencia
(pb) sanguineos a de
maternos término metilacién
cr. 9 40380300 40380800 500 0,9667 0 1,13E-06 0,9667
cr. 1 31769200 31769700 500 0,9548 0,0256 557E-25 0,9291
cr. 18 12217600 12218100 500 0,9873 0,0602 1,63E-19 0,9271
cr. 20 19704400 19704900 500 0,9426 0,018 4 34E-18 0,9246
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Cromosoma

cr. 15
cr. X
cr. 11
cr. 18
cr. 1
cr. 7
cr. 2
cr. 7
cr. 1
cr. 7
cr. 5
cr. 12
cr. 22
cr. 13
cr. 22
cr. 10
cr. 7
cr. 10
cr. 3
cr. 10

cr. 2

cr. 3
cr. 18
cr. 2
cr. 14
cr.

cr.

o
a N O O w

Inicio

37317500
83368400
27549100
58141500

159897000
84347200

216916100

144200000

241331600

123190000
12626600
12971300
20936500
31321900
21701500

104794400
21835800
16134800
47410400
49344400

209073900
89131200

167118500

1395900
59670300
28368900

126028800
69378900

105517300
31572400
42003700
94718300
56417800
70183000

118939300
59246400
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Final

37318000
83368900
27549600
58142000
159897500
84348700
216916600
144200500
241332100
123191000
12628600
12972300
20937000
31322400
21702000
104794900
21836300
16135300
47410900
49345400
209074400
89131700
167119500
1397400
59670800
28369400
126029300
69379900
105518300
31573400
42004700
94718800
56418300
70183500
118939800
59246900

Tamaino

(pb)
500
500
500
500
500
1500
500
500
500
1000
2000
1000
500
500
500
500
500
500
500
1000
500
500
1000
1500
500
500
500
1000
1000
1000
1000
500
500
500
500
500
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(continuacién)

Gldébulos
sanguineos
maternos

0,9358
0,913
0,9224
0,9737
0,9067
0,9401
0,9695
0,9294
0,9198
0,9341
0,9266
0,9361
0,9528
0,9231
0,9579
1

0,9156

0,95
0,9213
0,9422
0,9196
0,9314
0,9365
0,9308
0,9433
0,9446
0,9379
0,8816

0,927
0,9176
0,9262
0,9548
0,9615
0,9694
0,9192
0,9402

Placenta

a
término
0,0132
0
0,0123
0,08645
0
0,0407
0,0714
0,0317
0,0227
0,0384
0,0321
0,0438
0,0806
0,0313
0,0867
0,111
0,0267
0,0835
0,0357
0,0571
0,0353
0,0472
0,0527
0,0472
0,0599
0,0619
0,0556
0
0,0461
0,037
0,0462
0,0764
0,0833
0,0914
0,0412
0,0833

Valores de P

1,90E-25
3,15E-07
3,92E-24
1,07E-09
2,63E-16
0,00E+00
2,13E-16
1,24E-10
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
1,87E-06
1,43E-06
1,30E-09
6,10E-09
3,85E-13
4,79E-10
6,63E-17
0,00E+00
1,63E-22
1,05E-75
0,00E+00
0,00E+00
5,09E-23
5,03E-64
1,83E-20
6,02E-51
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
6,67E-19
1,71E-06
9,49E-39
2,20E-34
5,40E-12

Diferencia
de
metilacién
0,9226
0,913
0,9101
0,9092
0,9067
0,8994
0,8981
0,8977
0,8971
0,8957
0,8944
0,8923
0,8922
0,8918
0,8912
0:8889
0,8889
0,8865
0,8855
0,8851
0,8843
0,8842
0,8838
0,8836
0,8834
0,8827
0,8823
0,8816
0,8808
0,8806
0,88
0,8784
0,8782
0,878
0,878
0,8769



Cromosoma

cr. 12
cr. 2
cr. 16
cr. 13
cr. 15
cr. 18
cr. 15
cr. 21
cr. 5
cr. 8
cr. 21
cr. 5
cr. 8

cr. 5

cr. 16
cr. 18
cr. 2
cr. 13
cr. 3
cr. 6
cr. 18
cr. 3
cr. 4
cr. 6
cr. 16
cr. 1
cr. 2
cr. 4

cr. 14

cr. 14
cr. 3

cr. 7

cr. 10

cr. 2

Inicio

74021100
173432500
24004400
27596300
88904300
12720200
60975900
39630100
123933900
77382600
32238800
175019600
134437400
69668800
60877900
80650400
59388800
15969400
56207100
180395300
153238200
61635100
177562200
160368300
144626900
59885500
55667100
83598300
105135200
32048400
223482700
47487700
104515000
14008300
243134000
14156400
118616200
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Final

74022100
173433000
24004900
27597300
88904800
12721200
60976900
39631100
123934400
77383600
32239300
175020100
134438400
69669300
60878900
80650900
59389300
15970400
56208100
180395800
153239200
61635600
177563200
160370200
144627400
59886500
55667600
83599300
105136200
32048900
223483700
47488200
104515500
14009800
243135500
14156900
118617200

(continuacién)

Tamaino
(pb)

1000
500
500

1000
500

1000

1000

1000
500

1000
500
500

1000
500

1000
500
500

1000

1000
500
1000
500
1000
1900
500
1000
500
1000
1000
500
1000
500
500
1500
1500
500
1000

76

Gldébulos
sanguineos
maternos

0,9513
0,9529
0,9239
0,9538
0,9212
0,9346
0,9311
0,9423
0,943
0,9117
0,9396
0,9542
0,9083
0,9194
0,9378
0,9309
0,9706
0,8939
0,9184
0,9877,
0,9123
0,9268
0,9121
0,9272
0,9114
0,9407
0,9095
0,9366
0,913
0,9142
0,9636
0,915
1
0,9349
0,9208
0,9105
0,9178

Placenta
a
término
0,0752
0,0778
0,0488
0,0795
0,0481
0,0618
0,0587
0,07
0,0707
0,0395
0,0677
0,0828
0,037
0,0492
0,068
0,0611
0,1008
0,0244
0,0505
0,12
0,0452
0,06
0,0455
0,0806
0,046
0,0757
0,0446
0,0718
0,0486
0,0499
0,0997
0,0514
0,1373
0,0725
0,0588
0,0489
0,0565

Valores de P

0,00E+00
5,39E-12
3,25E-23
0,00E+00
7,69E-27
0,00E+00
0,00E+00
4,68E-43
2,60E-38
0,00E+00
1,28E-18
4,34E-20
4,79E-29
2,88E-09
0,00E+00
2,49E-32
4,84E-15
3,07E-52.
0,00E+00
1,73E-09
0,00E+00
2,77E-13
0,00E+00
0,00E+00
2,10E-12
1,12E-62
8,62E-39
0,00E+00
0,00E+00
5,43E-53
2,69E-34
5,45E-33
1,08E-06
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00

Diferencia
de
metilacién
0,8761
0,8752
0,8751
. 0,8743
0,8731
0,8728
0,8724
0,8723
0,8722
0,8722
0,8719
0,8714
0,8713
0,8702
0,8698
0,8698
0,8697
0,8695
0,868
0,8677
0,8671
0,8668
0,8666
0,8665
0,8654
0,865
0,8649
0,8648
0,8644
0,8643
0,864
0,8636
0,8627
0,8624
0,8619
0,8616
0,8613



Cromosoma Inicio
cr. 17 8455500
cr. 12 15392200
cr. 8 81275900
cr. 1 234269300
cr. 1 181970300
cr. 2 55775000
cr. 3 88338000
cr. 5 140078700
cr. 21 16720900
cr. 11 104891100
cr. 1 184204700
cr. 6 160732500
cr. 8 37134300
cr. 18 5869800
cr. 1 98448100
cr. 3 152897800
cr. 1 110304000
cr. 2 86993600
cr. 19 15428100
cr. 13 75176800
cr. 13 24126700
cr. 16 28238500
cr. 2 158079500
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(continuacién)

. Tamaino
Final

(pb)

8456000 500
15393200 1000
81276900 1000

234269800 500
181970800 500
556776000 1000
88339000 1000
140079200 500
16721400 500
104892600 1500
184205200 500
160733000 500
37134800 500

5870300 500

98448600 500
152898300 500
110304500 500

86995600 2000

15430600 2500

75177800 1000

24127200 500

28240500 2000
158080500 1000

Gldébulos
sanguineos
maternos

0,8941
0,9307
0,9291
0,9471
0,9167
0,9159
0,8909
0,8852
0,9317
0,9164
0,9194
0,9191
0,9151
0,913
0,9574
0,9402
0,9783
0,8965
0,9424
0,9258
0,9498
0,9427
0,9199

Placenta

a
término
0,0331
0,0897
0,0684
0,087
0,0566
0,0559
0,0311
0,0253
0,0721
0,0569
0,0603
0,0806
0,0567
0,0548
0,1
0,0828
0,121
0,0395
0,0862
0,0897
0,0938
0,0868
0,0642

Valores de P

1,94E-18
0,00E+00
0,00E+00
2,25E-25
2,15E-08
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
1,38E-15
0,00E+00
8,16E-16
1,31E-10
1,21E-26
1,21E-09
2,08E-05
3,28E-18
2,60E-18
0,00E+00
0,00E+00
3,09E-47
1,87E-17
0,00E+00
0,00E+00

Diferencia
de
metilacién
0,8611
0,861
0,8606
0,8602
0,8601
0,8599
0,8598
0,8598
0,8596
0,8595
0,859
0,8585
0,8584
0,8582
0,8574
0,8574
0,8572
0,857
0,8563
0,8561
0,856
0,8559
0,8557

Tabla S3A. Lista de los 100 locus mas hipermetilados deducidos a partir de los datos de secuenciacién del

Cromosoma

cr. 22
cr. 17
cr. 7
cr. 2
cr. 12
cr. 1
cr. 6
cr. 6

cr. 10

Inicio
39189067
53763065
41887694
1,14E+08
25096242
66574104
11489985
1,07E+08
30858286

Final

39189863
53764027
41888212
1,14E+08
25097206
66574793
11490755
1,07E+08
30858871
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plasma materno del primer trimestre con bisulfito.
Glébulos

sanguineos
maternos

MvC

0,8444
0,7922
0,7614
0,751

0,7098
0,7025
0,7004
0,6978
0,6693

Diferencia
de
metilacién
0,8444
0,7922
0,7614
0,751
0,7098
0,7025
0,7004
0,6978

0,6693
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(continuacién)

Globulos Diferencia
Cromosoma Inicio Final sanguineos MvC de
maternos metilacién

cr. 17 21131574 21132167 0 06496  0,6496
cr. 18 13454740 13455292 0 0,5468  0,5468
cr. 16 11298755 11299326 0 0,5373  0,5373
cr. 2 1,75E+08 1,75E+08 0 0,5196  0,5196
cr. 19 44060511 44061036 0 0,5128 0,5128
cr. 6 1,08E+08 1,08E+08 0 0,5 0,5

cr. 3 71261611 71262501 0 0,4587  0,4587
cr. 9 36247847 36248885 0 0,447 0,447
cr. 19 17819240 17820082 0 0,4279  0,4279
cr. 17 53769900 53770731 0 0,4102 0,4102
cr. 1 1,12E+08 1,12E+08 0,0002 06167 0,6166
cr. 7 1,34E+08 1,34E+08 0,0003 0,4351 0,4348
cr. 3 11658550 11659929 0,0004 0,4299  0,4295
cr. 17 53764417 53765963 0,0005 0,7967  0,7961
cr. 10 11246762 11249052 0,0005 0,4002  0,3997
cr. 22 28992647 28993434 0,0006 0,8092  0,8087
cr. 15 62460278 62461007 0,0006 0,4334 0,4328
cr. 1 31002038 31003474 0,0007 0,5926  0,5919
cr. 19 3129246 3132159 0,0008 0,7725  0,7717
cr. 12 1,21E+08 1,21E+08 0,0008 0,7303  0,7295
cr. 19 12304446 12305741 0,0009 06986  0,6978
cr. 3 67788734 67789395 0,001 0,9131 0,9121
cr. 9 1,32E+08 1,32E+08 0,001 0,7047  0,7037
cr. 19 6723370 6724479 0,001 0,689 0,688
cr. 3 1,84E+08 1,84E+08 0,001 0,4384  0,4374
cr. 2 53848089 53849214 0,001 0,4368  0,4358
cr. 17 59450886 59452113 0,0012 0,469 0,4678
cr. 5 1,72E+08 1,72E+08 0,0014 0,578 0,5766
cr. 21 35342527 35343373 0,0014 0,5392  0,5378
cr. 21 45164804 45165437 0,0015 0,4251 0,4236
cr. X 3742417 3744601 0,0016 0,4486 0,447
cr. 21 45158293 45159003 0,0017 0,7799  0,7782
cr. 7 39839340 39839876 0,0017 0,4074  0,4057
cr. 2 1,75E+08 1,75E+08 0,0018 0,4816  0,4797
cr. 12 1,24E+08 1,24E+08 0,0019 06306 0,6287
cr. 3 50352688 50353823 0,002 0,624 0,622
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Cromosoma

cr. 9
cr. 7
cr. 9
cr. 5
cr. 17
cr. 12
cr. 17
cr. 4
cr. 12
cr. 19
cr. 6
cr. 6
cr. 12
cr. 14
cr. 16
cr. 5
cr. 13
cr. 14
cr. 1
cr. 12
cr. 22
cr. 7
cr. 11
cr. 6
cr. 7
cr. 13
cr. 2
cr. 21
cr. 2
cr. 12
cr. 15
cr. 19

cr. 6

cr. 14
cr. 12
cr. 17

Inicio

97264382
64178628
94767202
42986308
63854127
1,22E+08
16260170
39874787
6441080
45015653
30757752
41636176
6315199
76576283
48857790
1,7E+08
26897813
52753948
1,66E+08
56157424
16079971
1946410
258799
13381944
1,27E+08
23743886
1,21E+08
25855853
43211724
1,08E+08
92028924
10731043
1,45E+08
52875323
75058186
1,21E+08
76873737
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(continuacién)
Final

97265523
64179354
94767802
42988304
63854693
1,22E+08
16260909
39875456
6441608
45016886
30758823
41637112
6315765
76577070
48858300
1,7E+08
26898557
52754571
1,66E+08
56158348
16080532
1946975
259749
13382477
1,27E+08
23744467
1,21E+08
25857105
43212565
1,08E+08
92929575
10731636
-1,45E+08
52875907
75058956
1,21E+08
76874417

79

Glébulos
sanguineos
maternos

0,0021
0,0021
0,0023
0,0023
0,0024
0,0024
0,0026
0,0027
0,0027
0,0028
0,0028
0,0028
0,0029
0,0029
0,0031
0,0031
0,0032
0,0032
0,0033
0,0033
0,0034
0,0036
0,0036
0,0037
0,0037
0,0037
0,0038
0,0039
0,0039
0,0041
0,0041
0,0042
0,0043
0,0044
0,0045
0,0045
0,0046

MvC

0,5008
0,4088
0,7568
0,4882
0,8266
0,4869
0,6404
0,7233
0,6228
0,5444
0,4783
0,4254
0,4613
0,4365
0,5625
0,4752
0,4354
0,4221
0,5579
0,47
0,6226
0,6826
0,5072
0,5945
0,5096
0,4534
0,7175
0,4661
0,4345
0,6024
0,4074
0,5868
0,5783
0,4145
0,602
0,4821
0,601-2

Diferencia
de
metilacién
0,4987
0,4066
0,7544
0,4859
0,8242
0,4844
0,6378
0,72086
0,6201
0,5416
0,4755
0,4226
0,4584
0,4336
0,5594
0,4721
0,4322
0,4189
0,5545
0,4667
0,6193
0,6789
0,5037
0,5908
0,5058
0,4497
0,7137
0,4622
0,4306
0,5983
0,4033
0,5826
0,574
0,4101
0,5975
0,4776
0,5966
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(continuacién)

Globulos Diferencia
Cromosoma Inicio Final sanguineos MvC de
maternos metilacién
cr. 2 2,38E+08 2,38E+08 0,0049 0,7654  0,7604
cr. 2 1,98E+08 1,98E+08 0,0049 0,7228  0,7179
cr. 6 1,47E+08 1,47E+08 0,0049 0,4967  0,4918
cr. 9 1,36E+08 1,36E+08 0,0049 0,4584  0,4535
cr. 1 67545402 67546771 0,005 0,4971 0,4921
cr. 6 1,58E+08 1,58E+08 0,0052 06145  0,6093
cr. 3 1,7E+08 1,7E+08 0,0052 0,5845  0,5794
cr. 1 2,34E+08 2,34E+08 0,0053 0,7033  0,6979
cr. 10 80715722 80716751 0,0053 06515  0,6462
cr. 4 48602901 48603736 0,0053 06315 0,6262
cr. 19 13957965 13958580 0,0053 0,599 0,5937
cr. 1 90081114 90082367 0,0053 0,4574  0,4521
cr. 2 1,06E+08 1,06E+08 0,0054 0,8858  0,8804
cr. 16 29664213 29665369 0,0054 0,8339 0,8285
cr. 1 1,59E+08 1,59E+08 0,0054 0,7663 0,7608
cr. 13 97926489 97927025 0,0054 0,6229 0,6175
cr. 1 41604452 41605277 0,0054 0,6011 0,5956
cr. 9 1,28E+08 1,28E+08 0,0054 0,5871 0,5818

Tabla S3B. Lista de los 100 locus mas hipometilados deducidos a partir de los datos de secuenciacién del
plasma materno del primer trimestre con bisulfito

Cromosoma Inicio Final Glébulos sanguineos maternos MVC Diferencia de metilacién
cr. 1 235771917 235772426 0,9868 0,549 0,4377
cr. 1 97357972 97358622 0,9835 0,4805 0,503
cr. 1 4490516 4491074 0,9826 0,4793 0,5032
cr. 4 181124168 181124671 0,9825 0,4725 0,5099
cr. 16 71908694 71909213 0,982 0,5581 0,4239
cr. 3 182727915 182728477 0,981 0,3577 0,6233
cr. 5 115339535 115340038 0,9802 0,5455 0,4347
cr. 3 195855575 195856122 0,9801 0,3793 0,6008
cr. 6 155437621 155438161 0,9799 0,5991 0,3808
cr. 9 20468093 20468904 0,9798 0,4271 0,5527
cr. 10 90702298 90702987 0,9787 0,3324 0,6463
cr. 1 170581654 170582162 0,9785 0,4817 0,4968
cr. 3 108816849 108817794 0,9783 0,4793 0,4989
cr. 20 36912749 36913319 0,9783 0,5 0,4783
cr. 13 72517281 72517839 0,9782 0,4855 0,4927
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(continuacién)

Cromosoma Inicio Final Glébulos sanguineos maternos MVC Diferencia de metilacién
cr. 12 103553001 103553677 0,9774 0,492 0,4854
cr. 22 27638905 27639408 0,9766 0,5385 0,4382
cr. 7 17290850 17291462 0,9763 0,59 0,3863
cr. 6 17227866 17228510 0,976 0,4058 0,5703
cr. 15 56998547 56999107 0,9754 0,3766 0,5988
cr. 7 70965945 70966842 0,9753 0,5893 0,386
cr. 3 32159338 32160065 0,9752 0,5379 0,4372
cr. 16 17043258 17043854 0,9752 0,5521 0,4231
cr. 16 22776223 22776850 0,9752 0,5735 0,4017
cr. 5 169344029 169344869 0,9751 0,4211 0,5541
cr. 11 34324955 34325722 0,975 0,5561 0,4189
cr. 8 58554745 58555376 0,9747 0,5784 0,3964
cr. 1 153933389 153934121 0,9746 0,463 0,5116
cr. 14 88003983 88004485 0,9745 0,5379 0,4366
cr. 3 151738501 151739120 0,9741 0,4901 0,484
cr. 14 105618699 105619606 0,974 0,3457 0,6283
cr. 16 24060085 240860702 0,9738 0,3991 0,5747
cr. 8 68941792 68942711 0,9738 0,5449 0,429
cr. 12 53208707 53209304 0,9737 0,4847 0,489
cr. 7 76892564 76893249 0,9736 0,5664 0,4072
cr. 3 69464294 69464971 0,9736 0,5893 0,3843
cr. 19 61401137 61401745 0,9732 0,4933 0,4799
cr. 11 124569867 124570490 0,9732 0,5136 0,4595
cr. 18 42618440 42619096 0,9732 0,5942 0,379
cr. 5 169398896 169399637 0,9731 0,498 0,4751
cr. 5 169328124 169328983 0,9731 0,572 0,401
cr. 20 34679880 34680448 0,9731 0,5922 0,3809
cr. 16 9042198 9042702 0,973 0,4286 0,5444
cr. 10 90205044 90205701 0,973 0,4407 0,5323
cr. 13 33236454 33236997 0,973 0,5906 0,3824
cr. 16 73284579 73285087 0,9729 0,5602 0,4127
cr. 8 29100691 29101428 0,9728 0,505 0,4678
cr. 2 202383851 202384447 0,9727 0,5461 0,4267
cr. 3 179501620 179502300 0,9722 0,5766 0,3956
cr. 6 107674976 107675906 0,9719 0,4434 0,5285
cr. 6 107880632 107881161 0,9718 0,5623 0,4095
cr. 12 56350283 56350933 0,9718 0,5909 0,3809
cr. 19 40636458 40637339 0,9717 0,4941 0,4776

81



ES 2994 426 T3

(continuacién)

Cromosoma Inicio Final Glébulos sanguineos maternos MVC Diferencia de metilacién
cr. 2 223472599 223473287 0,9714 0,1824 0,7891
cr. 22 20709067 20709787 0,9714 0,5149 0,4565
cr. 19 46095583 46096190 0,9713 0,5385 0,4328
cr. 6 90258338 90259318 0,9712 0,3415 0,6297
cr. 2 54598347 54598933 0,9712 0,5894 0,3819
cr. 3 114810453 114811493 0,9711 0,5166 0,4545
cr. 19 15851125 15851654 0,9711 0,5236 0,4476
cr. 8 42889138 42890084 0,9711 0,5652 0,4059
cr. 18 52354390 52355064 0,971 0,598 0,373
cr. 15 38206236 38207010 0,9709 0,4186 0,5523
cr. 7 99700554 99701110 0,9708 0,305 0,6658
cr. 12 19487336 19487855 0,9708 0,4105 0,5603
cr. 7 87996908 87997437 0,9708 0,5462 0,4246
cr. 6 63628653 63629378 0,9707 0,529 0,4417
cr. 15 38209108 38209618 0,9706 0,5882 0,3824
cr. 19 6623769 6624450 0,9704 0,5179 0,4526
cr. 2 10794513 10795242 0,9704 0,5976 0,3728
cr. 2 118472785 118474454 0,9704 0,5992 0,3712
cr. 5 57820209 57820801 0,9701 0,5815 0,3886
cr. 10 100183380 100184702 0,9701 0,5826 0,3875
cr. 2 8151989 8152646 0,97 0,4701 0,4999
cr. 10 3938374 3938914 0,9699 0,1741 0,7958
cr. 9 123724524 123725439 0,9697 0,57 0,3997
cr. 14 89085469 89086097 0,9696 0,3278 0,6418
cr. 16 14129437 14130133 0,9695 0,5304 0,4392
cr. 5 60746367 60747191 0,9695 0,5571 0,4124
cr. 1 92002953 92003729 0,9694 0,52 0,4494
cr. 6 31264677 31265413 0,9693 0,5135 0,4558
cr. 7 99317013 99318281 0,9692 0,5117 0,4574
cr. 8 8808867 8809422 0,9692 0,5691 0,4002
cr. 19 20052165 20052720 0,969 0,2792 0,6898
cr. 8 129139026 129139573 0,969 0,3458 0,6232
cr. 11 122314929 122315458 0,969 0,4232 0,5458
cr. 13 98377663 98378165 0,9688 0,3319 0,6369
cr. 9 107606194 107606872 0,9688 0,449 0,5198
cr. 8 56096904 56097736 0,9688 0,5267 0,4422
cr. 7 128093836 128094339 0,9688 0,5929 0,3758
cr. 2 103109370 103109916 0,9686 0,3333 0,6352
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Cromosoma Inicio Final Glébulos sanguineos maternos MVC Diferencia de metilacién
cr. 3 101803534 101804063 0,9686 0,5027 0,4659
cr. 10 69505720 69506278 0,9684 0,2515 0,7169
cr. 13 26608225 26608754 0,9683 0,3614 0,6069
cr. 1 90993315 90993828 0,9683 0,5519 0,4164
cr. 6 11361243 11361801 0,9681 0,2578 0,7103
cr. 21 36529300 36529981 0,968 0,1944 0,7736
cr. 21 37813953 37814521 0,9679 0,2175 0,7505
cr. 2 15226273 15227211 0,9679 0,5134 0,4545
cr. 19 4102809 4103443 0,9679 0,5646 0,4034

Tabla S3C. Lista de los 100 locus mas hipometilados deducidos a partir de los datos de secuenciacién del
plasma materno del tercer trimestre con bisulfito

Cromosoma Inicio Final Glébulos sanguineos Plgcer]ta a Difergnci_a’ de
maternos término metilacién
cr. 17 53763065 53764027 0,0000 0,8680 0,8680
cr. 22 39189067 39189863 0,0000 0,8233 0,8233
cr. 10 30858286 30858871 0,0000 0,7713 0,7713
cr. 7 41887694 41888212 0,0000 0,7578 0,7578
cr. 2 1,14E+08 1,14E+08 0,0000 0,7500 0,7500
cr. 12 25096242 25097206 0,0000 0,7332 0,7332
cr. 6 1,07E+08 1,07E+08 0,0000 0,7229 0,7229
cr. 1 66574104 66574793 0,0000 0,7136 0,7136
cr. 16 11298755 11299326 0,0000 0,7005 0,7005
cr. 6 11489985 11490755 0,0000 0,6935 0,6935
cr. 18 13454740 13455292 0,0000 0,6594 0,6594
cr. 6 1,08E+08 1,08E+08 0,0000 0,6231 0,6231
cr. X 3627885 3628549 0,0000 0,6133 0,6133
cr. 12 7979754 7980413 0,0000 0,6118 0,6118
cr. 3 71261611 71262501 0,0000 0,5938 0,5938
cr. 17 53769900 53770731 0,0000 0,5586 0,5586
cr. 11 1,18E+08 1,18E+08 0,0000 0,5558 0,5558
cr. 19 44060511 44061036 0,0000 0,5464 0,5464
cr. 2 2,38E+08 2,38E+08 0,0000 0,5330 0,5330
cr. 1 1,91E+08 1,91E+08 0,0000 0,5294 0,5294
cr. 1 1,44E+08 1,44E+08 0,0000 0,4857 0,4857
cr. 2 1,75E+08 1,75E+08 0,0000 0,4785 0,4785
cr. 4 15366889 15367646 0,0000 0,4729 0,4729
cr. 2 19537237 19537737 0,0000 0,4599 0,4599
cr. 1 1,15E+08 1,15E+08 0,0000 0,4351 0,4351
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Cromosoma

cr. 1
cr. 14
cr. 1
cr. 3
cr. 17
cr. 22
cr. 6
cr. 1
cr. 12
cr. 19
cr. 19
cr. 6
cr. 19
cr. 2
cr. 9
cr. 3
cr. 19
cr. 17
cr. 17
cr. 3
cr. 21
cr. 5
cr. 21
cr. X
cr. 21
cr. 2
cr. 12
cr. 3
cr. 9
cr. 17
cr. 12
cr. 17
cr. 12
cr. 4
cr. 18
cr. 6
cr. 19

cr. 5

Inicio
1,54E+08
51383387
1,12E+08
11658550
53764417
28992647
27214981
31002038
1,12E+08
3129246
12304446
28723918
6723370
53848089
1,32E+08
67788734
18276368
59450886
74243852
1,85E+08
35342527
1,72E+08
45164804
3742417
45158293
1,75E+08
1,24E+08
50352688
94767202
63854127
1,22E+08
16260170
6441080
39874787
50536032
30757752
2571763
1,7E+08

Final
1,54E+08
51384149
1,12E+08
11659929
53765963
28993434
27215823
31003474
1,12E+08
3132159
12305741
28724965
6724479
53849214
1,32E+08
67789395
18277132
59452113
74244870
1,85E+08
35343373
1,72E+08
45165437
3744601
45159003
1,75E+08
1,24E+08
50353823
94767802
63854693
1,22E+08
16260909
6441608
39875456
50536649
30758823
2572292
1,7E+08

ES 2994 426 T3

(continuacién)

Glébulos sanguineos
maternos

0,0000
0,0000
0,0002
0,0004
0,0005
0,0006
0,0006
0,0007
0,0008
0,0008
0,0009
0,0009
0,0010
0,0010
0,0010
0,0010
0,0011
0,0012
0,0012
0,0014
0,0014
0,0014
0,0015
0,0016
0,0017
0,0018
0,0019
0,0020
0,0023
0,0024
0,0024
0,0026
0,0027
0,0027
0,0027
0,0028
0,0031
0,0031

84

Placenta a
término
0,4299
0,4186
0,5350
0,5579
0,7894
0,8053
0,4593
0,6309
0,7360
0,7257
0,6397
0,4344
0,7280
0,4060
0,7558
0,9219
0,5136
0,5196
0,4117
0,4961
0,5126
0,6531
0,4364
0,7517
0,8180
0,6214
0,5906
0,6082
0,8327
0,7886
0,5021
0,5780
0,7471
0,7962
0,4920
0,4029
0,4200
0,4218

Diferencia de
metilacién
0,4299
0,4186
0,5348
0,5575
0,7889
0,8047
0,4587
0,6302
0,7352
0,7249
0,6388
0,4335
0,7270
0,4050
0,7548
0,9209
0,5125
0,5184
0,4105
0,4948
0,5112
0,6516
0,4349
0,7501
0,8163
0,6196
0,5887
0,6062
0,8304
0,7862
0,4997
0,5754
0,7444
0,7935
0,4893
0,4001
0,4169
0,4187
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Cromosoma Inicio Final Glébulos sanguineos Plgcer]ta a Difergnci_a’ de
maternos término metilacién
cr. 13 26897813 26898557 0,0032 0,6485 0,6453
cr. 12 56157424 56158348 0,0033 0,5541 0,5508
cr. 1 1,66E+08 1,66E+08 0,0033 0,5147 0,5113
cr. 22 16079971 16080532 0,0034 0,6265 0,6231
cr. 6 16820551 16821134 0,0035 0,4800 0,4765
cr. 11 258799 259749 0,0036 0,5475 0,5439
cr. 7 1946410 1946975 0,0036 0,8251 0,8215
cr. 6 13381944 13382477 0,0037 0,8221 0,8183
cr. 7 1,27E+08 1,27E+08 0,0037 0,4767 0,4730
cr. 2 1,21E+08 1,21E+08 0,0038 0,6734 0,6697
cr. 2 43211724 43212565 0,0039 0,4256 0,4217
cr. 15 92028924 92929575 0,0041 0,5605 0,5564
cr. 12 1,08E+08 1,08E+08 0,0041 0,7313 07271
cr. 19 10731043 10731636 0,0042 0,5668 0,5626
cr. 6 1,45E+08 1,45E+08 0,0043 0,5910 0,5867
cr. 1 52875323 52875907 0,0044 0,6115 0,6071
cr. 12 1,21E+08 1,21E+08 0,0045 0,5884 0,5839
cr. 14 75058186 75058956 0,0045 0,6534 0,6489
cr. 17 76873737 76874417 0,0046 0,5658 0,5612
cr. 6 1,47E+08 1,47E+08 0,0049 0,5826 0,5777
cr. 2 1,98E+08 1,98E+08 0,0049 0,7944 0,7895
cr. 2 2,38E+08 2,38E+08 0,0049 0,7328 0,7278
cr. 8 1,42E+08 1,42E+08 0,0050 0,7728 0,7679
cr. 3 1,7E+08  1,7E+08 0,0052 0,7227 0,7176
cr. 6 1,58E+08 1,58E+08 0,0052 0,6389 0,6337
cr. 2 2,38E+08 2,38E+08 0,0052 0,4238 0,4185
cr. 11 56948854 56949496 0,0053 0,4484 0,4431
cr. 4 48602901 48603736 0,0053 0,5920 0,5867
cr. 5 1,31E+08 1,31E+08 0,0053 0,4858 0,4805
cr. 10 80715722 80716751 0,0053 0,5249 0,5196
cr. 19 13957965 13958580 0,0053 0,4379 0,4326
cr. 1 2,34E+08 2,34E+08 0,0053 0,8440 0,8387
cr. 13 97926489 97927025 0,0054 0,7233 0,7179
cr. 9 1,28E+08 1,28E+08 0,0054 0,7312 0,7258
cr. 2 1,06E+08 1,06E+08 0,0054 0,8513 0,8459
cr. 2 96556705 96557637 0,0054 0,4095 0,4041
cr. 16 29664213 29665369 0,0054 0,8837 0,8783
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Tabla S3D. Lista de los 100 locus mas hipometilados deducidos a partir de los

Cromosoma  Inicio Final Glébulos sanguineos Pla}cer]ta a Difergnci_a’ de
maternos término metilacién
cr. 10 7548948 7549483 0,9866 0,5685 0,4181
cr. 1 4490516 4491074 0,9826 0,5015 0,4810
cr. 4 1,81E+08 1,81E+08 0,9825 0,5981 0,3843
cr. 3 1,83E+08 1,83E+08 0,9810 0,2925 0,6886
cr. 3 1,96E+08 1,96E+08 0,9801 0,4643 0,5158
cr. 6 1,55E+08 1,55E+08 0,9799 0,4610 0,5189
cr. 1 1,71E+08 1,71E+08 0,9785 0,5122 0,4662
cr. 20 36912749 36913319 0,9783 0,4513 0,5269
cr. 22 38583100 38583616 0,9783 0,5428 0,4355
cr. 1 19391314 19392207 0,9778 0,5273 0,4505
cr. 5 1,74E+08 1,74E+08 0,9770 0,5852 0,3918
cr. 19 13678906 13679531 0,9760 0,5812 0,3949
cr. 14 83650790 83651395 0,9760 0,5378 0,4382
cr. 15 56998547 56999107 0,9754 0,4691 0,5063
cr. 16 22776223 22776850 0,9752 0,5114 0,4638
cr. 5 1,69E+08 1,69E+08 0,9751 0,4809 0,4943
cr. 8 58554745 58555376 0,9747 0,5977 0,3770
cr. 14 1,06E+08 1,06E+08 0,9740 0,2069 0,7671
cr. 8 68941792 68942711 0,9738 0,5872 0,3866
cr. 16 24060085 24060702 0,9738 0,3470 0,6268
cr. 12 53208707 53209304 0,9737 0,5278 0,4459
cr. 5 1,69E+08 1,69E+08 0,9731 0,5057 0,4673
cr. 16 9042198 9042702 0,9730 0,1860 0,7869
cr. 10 90205044 90205701 0,9730 0,5922 0,3808
cr. 3 1,89E+08 1,89E+08 0,9720 0,4949 0,4771
cr. 6 1,08E+08 1,08E+08 0,9719 0,5825 0,3894
cr. 2 2,23E+08 2,23E+08 0,9714 0,3333 0,6381
cr. 19 46095583 46096190 0,9713 0,5065 0,4648
cr. 8 1,41E+08 1,41E+08 0,9713 0,5753 0,3959
cr. 6 90258338 90259318 0,9712 0,4357 0,5355
cr. 13 51403556 51404069 0,9710 0,3980 0,5731
cr. 18 66875048 66875726 0,9710 0,5259 0,4451
cr. 7 99700554 99701110 0,9708 0,3757 0,5951
cr. 7 87996908 87997437 0,9708 0,5720 0,3988
cr. 19 6623769 6624450 0,9704 0,4774 0,4930
cr. 1 97639047 97639749 0,9701 0,4148 0,5553
cr. 16 23892096 23892772 0,9701 0,5000 0,4701
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Cromosoma

cr. 10
cr. 14
cr. 8
cr. 13
cr. 8
cr. 2
cr. 13
cr. 2
cr. 6
cr. 21
cr. 21
cr. 2
cr. 4
cr. 3
cr. 7
cr. 14
cr. 17
cr. 19
cr. 4
cr. 5
cr. 16
cr. 10
cr. 10
cr. 12
cr. 10
cr. 8
cr. 3
cr. 14
cr. 14
cr. 15
cr. 22
cr. 7
cr. 2
cr. 4
cr. 12
cr. 2
cr. 19

cr. 6

Inicio
3938374
89085469
1,29E+08
98377663
56096904
1,03E+08
26608225
22738157
11361243
36529300
37813953
2,43E+08
12413543
1,27E+08
33509047
59284846
42623453
6778363
41798250
88054080
24109379
13847159
1,27E+08
1,12E+08
17220886
5947355
73740840
57945953
50905777
90275374
24717299
36530128
1,31E+08
42116988
1,16E+08
7491785
6599638,
25326803

Final

3938914
89086097
1,29E+08
98378165
56097736
1,03E+08
26608754
22738760
11361801
36529981
37814521
2,43E+08
12414103
1,27E+08
33509556
59285553
42624024
6779377
41798788
88054588
24110289
13847895
1,27E+08
1,12E+08
17221845
5947862
73741439
57946875
50906333
90276000
24718197
36530087
1,31E+08
42117788
1,16E+08
7492736
6600187
25327398
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(continuacién)

Glébulos sanguineos
maternos

0,9699
0,9696
0,9690
0,9688
0,9688
0,9686
0,9683
0,9682
0,9681
0,9680
0,9679
0,9679
0,9679
0,9677
0,9676
0,9674
0,9673
0,9671
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REIVINDICACIONES

1. Un método de analisis de una muestra biolégica de un organismo, comprendiendo el método:
identificar una pluralidad de regiones de un genoma del organismo, incluyendo cada una de las regiones uno o varios
sitios;
analizar una pluralidad de moléculas de ADN de la muestra biolégica del organismo que comprende moléculas de
acido nucleico, en donde al menos algunas de las moléculas de acido nucleico son extracelulares en la muestra
biolégica, y en donde el analisis de una molécula de ADN incluye:
determinar una ubicacién de la molécula de ADN en el genoma del organismo; y
determinar si la molécula de ADN esta metilada en uno o mas sitios;
para cada una de la pluralidad de regiones:
determinar un nimero respectivo de moléculas de ADN que estan metiladas en sitios de la regién; y
calcular un nivel de metilacién de la regién respectiva basandose en el nimero respectivo de moléculas de ADN
que estan metiladas en sitios de la regién;
comparar cada uno de los niveles de metilacién de las regiones respectivas con un nivel de metilacién de referencia
correspondiente de un grupo de referencia;
determinar una cantidad de regiones que tienen un nivel de metilaciéon de la regién superior al nivel de metilacién de
referencia correspondiente;
comparar la cantidad de regiones con un valor umbral; y
determinar una clasificaciéon de la presencia de cancer basandose en la comparacién.

2. El método de la reivindicacion 1, en donde las regiones son islas CpG y la identificacidn de la pluralidad de regiones
comprende identificar regiones que tengan un nivel medio de metilaciéon superior o inferior a un primer porcentaje en
el grupo de referencia.

3. El método de la reivindicaciéon 2, en donde la identificacién de la pluralidad de regiones comprende ademas
identificar regiones que tengan un coeficiente de variacién del nivel de metilaciéon en el grupo de referencia inferior a
un segundo porcentaje.

4. El método de la reivindicacién 2, en donde la determinacién de la cantidad de regiones incluye calcular, por medio
de un ordenador, una puntuacién acumulada de los respectivos niveles de metilacién de las regiones en las que se ha
determinado que el nivel de metilacion de la regidn respectiva supera el nivel de metilacion de referencia
correspondiente.

5. El método de la reivindicacién 4, en donde la comparacién de la cantidad de regiones con el valor umbral incluye
comparar la puntuacién acumulada con un valor de corte acumulado para determinar la clasificacion.

6. El método de la reivindicacion 4 o la reivindicacién 5, en donde el calculo de la puntuacién acumulada a partir de
los niveles de metilacién de las regiones respectivas incluye:
para cada una de las regiones en las que se determine que el nivel de metilaciéon de la regidén respectiva supera el
nivel de metilacién de referencia correspondiente:
calcular una diferencia respectiva entre el nivel de metilacién de la regidén y el nivel de metilacién de referencia
correspondiente; y
calcular una probabilidad respectiva correspondiente a la diferencia respectiva; y
determinar la puntuacién acumulada utilizando las probabilidades respectivas.

7. El método de la reivindicacién 1, en donde las regiones son islas CpG y la determinacién de la cantidad de regiones
incluye calcular, por medio de un ordenador, una puntuaciéon acumulada de los respectivos niveles de metilaciéon de
las regiones en las que se ha determinado que el nivel de metilacién de la regién respectiva supera el nivel de
metilacién de referencia correspondiente.

8. El método de la reivindicacién 7, en donde la comparacién de la cantidad de regiones con el valor umbral incluye
comparar la puntuacién acumulada con un valor de corte acumulado para determinar la clasificacion.

9. El método de la reivindicacién 7 o la reivindicacién 8, en donde el célculo de la puntuacién acumulada a partir de
los niveles de metilacién de las regiones respectivas incluye:
para cada una de las regiones en las que se determine que el nivel de metilaciéon de la regidén respectiva supera el
nivel de metilacién de referencia correspondiente:
calcular una diferencia respectiva entre el nivel de metilacién de la regidén y el nivel de metilacién de referencia
correspondiente; y
calcular una probabilidad respectiva correspondiente a la diferencia respectiva; y
determinar la puntuacién acumulada utilizando las probabilidades respectivas.

10. El método de la reivindicacién 1, en donde las regiones son islas CpG.

11. Un programa informatico que comprende instrucciones que, cuando son ejecutadas por un ordenador, hacen que
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el ordenador realice el método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10.

12. Un medio legible por ordenador que almacena el programa informatico de la reivindicacién 11.

90



ES 2994 426 T3

FAN; FAR 31'p 1i'g
981 504 EERY ot's
$5't9 9% 9558 51
SL005MBIF  1YSvrRELLY I9EVSORVEY  SRGPUSEOS,
HIESTPY 190714 1098585 0f2ivas
110 zi‘n oo 11D
g1 $¥s1 AN oPee S541
slu v8'2s g%, 9% zi'en
COURSUBLOT SSORELTTOL L2FGALPENSE TOILISELSZ G9ESTTMOMD
€TEYLET  ZBEIPEZ  LAOTEEE TYSSEH 061169¢
zi'n 230 51 Si'g i1
27 5ET S5’z %57 o'y
£ €i‘g Y0 vi'p 91’
ZUYCLIBLIS TOGZGIERID DEGTISOLEH SUOTISIUNE 01433001°
VROOVIL  SLFPRBRL  IPBLEEZI GSIGLSTE ODUAZOGTI
P BEL 2203 £7'%9 a5'5%
Lg'e 1551 ¥e'ez iy ¥ 59%¢
20’ £a're %y'og £1'sg Fd A
FELLIZEVE  GZORSEIPL  SYOLLVSOT  ZORLNLHOT  PEYELIB0E
TORLIVIAE  9TSOLDBRL  £70SZI0PF  9L1SC2CYF  DLYESITTS
T g's g 0% 135
IS 441 Tt ar'at 5¥'53 101z
19'1a #¥5 948y 7865 3508

GrasEes9sg CAVLLL9689 SRYSOLUESE 8F125C946R GLadirst’y

S5065198C  SEATIOLEE  9SUSUSCSY  QUFDAAYEP  S/LSHTSLY
9656 465 3666 9555 1668
a0'ys '} 4G 55%1 5762
wor e BL'52 otz Lt
$4's 95 £33 gy A

BLORLLLIY  EGOLI6TCOT  OLRBRIIGY  GUDSSBINY  PAZZSIGHVEL
Dyr 5°2¢ fe'se 158 av'se

EOTHINLETL DSTS\0AITL TIDLECEUTT PISLELEET) $SOSTTIOSP
WD UISIEM ALY UOSIOM ¥ou3

{oued [ seuy)
DUIDBW BLISE] 4

{20881y o5}
ouseEL BWSe]

1wh
o
£3%4
BICYTREBL
L0056
e
se'sz
58
£OT5GG51 1S
T93992¢
1%
'y
41'g
O+ 395017
PLERLBTL
G553
ae'e
B'TE
SLH0E
618998473
617G
FA N A
202
DL +I5E9E Y
SO69079
668

or'sz

PARUITLASY
R 200

Basau L1}
QUINEL BWISE]

620
'y

S¥0%
FYESUC04IE
L9SVTLG
%
a0's
)
DERRGSZSEL
1343408
Fra!
1
£
PRIVERITE

T04L35971
ELEGZLIIE
Gty
8y
GYUS
PETISGI06Y
SHETTICTT
3555
52%
5608
5’5
SLEDBULEY
o¥'rE
DLELEDED
¥ od

R
s
7553
LYSRZIBHLE
(088176
¥20
vOE
9524
E0TROT S
ZYESITE
17
F
€1y
Y0¥ L0805
FFLZA5T
1785
z9’s1
78
}9ZBRTIVL
SO5L54E1T
i
sy
6¥'19
LTRSFFRGEE
YHERIENTT
5665

GLL2E54E9
QOSIEM

QUL © B3R

81'p 51
485 o'
o' s
I65EISYSIT TLVLPRIONZ
VTSRS 919235
i Ji%]
8% '8
X 3
LIEROR9IZL  S5E74621T1
SL0LI02 215B04T
230 219
! 1#
' £

HDRERLIIGE LQTITERIGE

9ZTLGLL 5129971
L5'Y5 74’56
b2 ey’
75’08 e

BYLRAFEF]  £39EE9SK)

LOESYLIGL  SETEIESL -
62 ey

192 Iry)
5529 A

SLLSSELDTE  SU6EELTELY

GIEBUPEEL  SPSC0S061
vERG £5%6
1<’ 'y
@h 5
89°s 73’5
DTIFES BEBSAEDAE
£a'cr why
ESRLIGTIF  CHUNLICEY
R BOSIEM

AR

7' gy
E! 3’
0519 9519
SYEOBLEIAT  BFIYSAYSHT
GOLGPIT BDEREEZ
60 300
) 58"
i 97 06°41
IBDEBEIFEL  TDIBEPYVEL
1870001 FE26704
60 g0'n
25% A
ci'p £1'0

(RS UL TR CRELOEY

ES0LPIE XTI AN
917 R
Wi o
zi's8 FiN

PIDGIBE0Y  J50658E et

LYEPOSTIC  £95E02597
3% G9's
% ¥i'g
60'95 5993

{596V FrP  BELTBSTRTY

GRAZHIGIT  S9505YRZ
5’55 %666
B 6711
%8s 0¥
5’9 249

GEBBEOCYE  TRYENEST
587rF 20'5F

CHITESEY Y BEIITRIES
W yosieMm

(BsaUL 151}
euIzjew 3i8ues

Q01

(%) BHO ap uoiasiniew op prasusg
HHO 2P 208 &1 3P PRPIPUNIY
{3 MK 8p BInLBQOD
HI3D UIS D8% B 9P N BP 040NN
HHO U5 295 @] DD 1 30 GANUGN
{7a) OHD 8P nQIERBY ap pepsuag
DHT AP 925 Bf 0P PRPIPUNIOIY
(%} QHT 9P BARIEYOD
T 8P 295 B 20 N PP GIWRN
DM 2P 20S B B P AN OIBBH
(%) DAS wis woPEHIBW 6P pRIISUE]
B UIS 298 ] AP pEpIpUNoId
{on) 9dn au sp manpegRy
oD wis 20% B) 30 N op ciewman
g7 uis 0as B ap |y 5P QaWInNN
{%} DD LIS uoPEAW 8P pepisuag
DU op 998 13 9P PERIAUNINY
{36} D op eamaago]
U7y 5P 29% Bl 80 N 9P GOWNN
£ ap 245 B 30 {§ 30 QUBWNN

(%] eanmgual & ap uGIIYKGW 8p pEpIsusy

wapuoual 3 08s B ap PEAIPUNCIY
{mc) ewpual 9 3p ergsago
JROHU0EES 0 985 2] 3D 1§ AP CJSUMN
SEMOUSE 5 D88 Bl ap Iy 8P olenN

L%} Epauies uosiasnog ap

A pepsnfiguie pp 2SE] B 30 UOIIERIULLD Bf

82} 03edwIos vLLoweS (ap PROIPRIYIZ
o) uoiseoydop sp ese )

A3 peponfypue op wsey

wes SBgryesBa D SRIIsT

150} yeisrs pupaesBe

BEINGDB DY SIPIEL SCIQUBH

Vi Old

91



ES 2994 426 T3

ot'n
£6'0
A
0908 T00Y
#CLROY
01'o
SH'y
S¥ 8
POPCLGBLL
581951
00
12'0
oo
POROS0095
ERIEEG
+¥TL
82%%
L5
gil298gL
SIEESHSE
$8's
0L
gT'ge
LLZP167ES
OBEEROLL
£6'68
g1
¥
o}
TILICEST
G481
BCFGELLPL
1 b

ol
£E6°0
QT've

EFF86L0Y ,

SORTZY
110
gy

£8°8%
£OBPICOTE
gL i6l
1D
17'0
i
GPECLLERS
SZOFLS
8z
08l
£8°4%
SLLLLEEL
5188898
g’y
80t
s5'ge
LBSEEPRES
GEZETOPLT
4568
11
121
'
68956497
eE'aL
SEFEEL L Pl
HOSIRAA

BYNPE 121 8D BUISElY

IRy
P’
22’68
DEYPR08Z9
095109
ot'o
622
98'pg
0s0oTeEeE
118242
81D
ze
20°0
OBFGLE015
LABCLS
rAMYA
897
4829
GSG0ERIT
CLPH5IES
£5g
891
89y
£G2LI8805
50208945
(865
ze'L
+5'4
L9
FIE8 OO
52°72
GROReE6.L
3D

o'n
=T
te'se
82165P1E0
PELbLY
o01'o
08z
85'v%
50916882
GYE6LT
Lo
Pl
800
SEZLIESLA
BELPEG
814
'z
£6'cs
+300¢64Z
80851 PG
pa's
o't
520
5IPoRiBcs
BEPEPILS
96'565
£g°L
&3¢
809
2560880
ee

009823641
UOSIEAN

ONNE BOIRA AP BlUSE]G

(oD} Vi "Oid

800 f11%1] 8'n Gt
si'e Ve o' FAR
98'0% 8y'0% £Eor ta'sy

OEEBELLSEL OPGELIOIEL 6650BLOPLEL DGLSTELTL
SEVERTI F228%21 £ECi0E] 9EP0STL

800 gl g10 0’0
Okt L&'y b6t 96'p
Zg'ag $'a8 Li'eg pEies
LTHCEOT0Y  S2STIL/DG  98A9TI0I8  STLLECTLIS
SOTELS SECPEY L1 4865 tIERLY
80D gi'o 610 01’0
oo 0s0 6970 890
11’0 L0 oL'n oLe
£5TTCROLGL GOTIEDUL6L SETLOPDSEL ZEEZICO9SL
IY955E; 0911661 0526681 OLPE LG
vi'i e A 2TLL £9°14
109 50’3 613 028
rAN-74 vz'ss 5TEL 28%s
SLLZILY  COEESSLP  COOUCESY  SIEOLSCSE
BOEVICITL  QZBOTOCTY  OR98LSETL  ZHOLSLSTL
o' zi's 9 58’5
ul'e £l g9'c zL's
80'65 2185 55718 9516

PYOGBEREOZ STSTSISS0Z LIGICL9TOT LESLZELVOT
BOSBLLLEY  TSPERAPTL CBL48VGTF  SPFTPSLLTE

L6868 666 25'88 9566
pEy 'y &80y iy
£6'L 88'c £2° BE%
1£'g Yad- v’y oleg-]
CS6EPEL8  DETRAUSE  S6PIOPPR PLISTGHS
ge'ep v8'vt LE'ZY 2¢'eF
SOLIRELISL  COLLRTI6L  ZBIEPESEL  TELPHGUG)
X3 HOSIEAA D WOSIEMM

Blinpe Jafnw ep aabueg oUNPE woseA op BIbueg

(%) HHD 5P UQPEHIW BP PEPISUAG
HHO 2p 992 &) op pepipunioid

{36) 110 9p mInpRge )

HHD WIS I9S ¥ 80 N 81 DIBLIGN
HHD WS 298 2y op Yy BP CUeWnN

{5) OHD 9P UPIIEYBW ap PEVISUDG]
DHD 9P 7025 ] 2P PEMPUNIOi

(%} DM ap eaaage)

B 2 905 2] 5P i SP 0sWAN
G0 O 0% By 8P | TP OIBWNN

{7} ©99 555 UOEIRIW AP PEPISUIT
oD WS 0es By ap PRRIpUNoIY

%) D45 04 op rinpge]

©UD WS 995 g} 3P N 2P UIAWNN

o0 618 29% B 99 W 9P CAWNK

i) DAD s UgraRiHBL 3P peMEUacE

Hdg ap 298 B AP PERIPUNGOIY

{3 94 9p panysegod

odsy ap 088 B) 81 N 2P OISAN

507 op 73S B 3P W AP alawnp

{%) eonwgual D ap ugiIBINAW 5D pERISUAq
ENWOUSH 098 8] 80 ORPIPUNIOIY

{) 2Wouall o v ap einuagoy
EAPUGUed O 285 B 9P N op RienN

Jemwousti O 992 B op i op CaRUn

AW epguiE] ugisIsAu0d Bp
£ proenBiquUR 9P USR] B oP UMIDBIHILLD By
sed) opmdwos ewoueb jep pempunjolg

of%) uoiaeoydnp ep esE)

of%.) prpwEHcIR 5 298]
Sepnny SaiuyesBoy e sasnne
46} 19408 PRPHEDIIBOLIE
KBRS 91 BN FOIDUNY

92



ES 2994 426 T3

L T L IG
L5 ' )

150

FiG. 18

93



ES 2994 426 T3

S
(4
N0
&
,,m:
. B :
A S T] :
[~ 0 5:
= i
cw =
@ .
= -
<
&

.mo.v s ‘i
YR GALe e
F3F°

Ll

“~ w
=

o o
R
ol

0,8
a1
05

%

ugioLBpIaLl IpP H2IPL|

ugIDERAW 3P S91PU|

FiG. 28

Valor beta

FIG.2C

Valor beta

94



0,9
0,8 -

F

0,7
06
0,5
04 -
03 -
6,2
o1 -
0

% de CpG metilados

0,9
Q,8
0,7
0,6
0,5

0,3
0,2
04

% de CpG metifados

Repeticién Sin repeticién Total

0,4 A

ES 2994 426 T3

® Plasma de varon adulto
m Gldbulos sanguineos de vardn adulto
- Plasma de mujer adulta

#® Globuios sanguineos de mujer adulla

FIG. 3A

S P
N . N
i .

Repeticion Sin repeticién  Total

g Plasma de vardn aduito
w Gldbulos sanguineos de varén adulto

+ Plasma de mujer aduita

m Globulos sanguinens de mujer adulta

-FIG. 3B

95



Plasma de mujer adulta

dulto

aron a

Plasima de v

ES 2994 426 T3

8,2 -

%0
40

18

T ¥ ¥

L)
0,2 0,4 B8 9,8

Globulos sanguineos de mujer adulta

FIG. 4A

10

1y

6,0 8,2 o4 06 93

7

Gidbulos sanguineos de vardn adulte

FIG. 4B

96



% de CpG metilados

% de CpG metilados

0,9
0,8
0,7
C.6
g5

04 -

8,3
0,2
0,1

ES 2994 426 T3

Repeticion  Sin repeticién Total

Repeticién

FIG. 6A

Sin repeticién

FIG. 5B

97

® Glébulos sanguineos matermnos

- Placenta

¥ Plasma materno
del 1.° trimestre

% Plasma materno
del 3.% trimestre

®& Plasma posterior al
parto

& Gldbulos sanguineos maternos

% MVC

’
ao g

Placenta

Bt Plasma matermo
del 1.2 trimestre

& Plasma materno

7 del 3. trimestre

8 Plasma posterior al
pario



1
0,9
0,8

ES 2994 426 T3

et INHY

ili

Clase de repeticion

$
H

02
(o)

sopejiiow odn o

o7

A
o

0,4
0,3
0,2

01

©

=]

[~

98

o

® OPIo0U0DSa]
: INYY
 SIANYY
 udNyy
YIA/3NIS

NiY/INIS

siduns udiogedey
2ANYY

0133/ ayeles
AR/ eyppleg
012/ apjereg
SIS

NV
eno

IR 17

AN 1T
MAYIS 1Y
TAYN3/ 11Y

AM3/ 1T
pepiBdwon eleg
ALY/ vanp

2V vaNn

11/ V3N

T/ VAN
00TdL/ NaY
31/ NaY
2egABRid/ NV
HONAY NAY
Ulaep/ NaV

ZuIW odi NaY

AW odiyNaY?
LY3IW odi/NaY
BuLBIN/ NaY
OqOHIY/ NQV
NaV

Plasma materno

™ Giobulos sanguineos maternos 3 Placenta

FIG.6



ES 2994 426 T3

700

Decde fuera hacia adentre:

Densidad de CpG
{FHobuios sanguineos malaros
Plasms materne {1 ¥ imestra)
Lacturas de plasma compartidas
Lecturas de plasma especifios del feta .
MVC .

T

©
it .
¢ . 15
P

!v t.Iijl'g i

£t

UL

FIG: 7A

99



ES 2994 426 T3

780

FIG. 78

100



ES 2994 426 T3

* .ﬂm w73¢ - 0'Le6nap

. 0L EF08p
_1 Sl - 0> 2 808P

T

- 602 g0Ep
- 0> 20 0p .

m _ — - 10> B 90 0P
m e Il S
T;i M I L Gios 2 poop

Y= B G ep

L 808 08D

T

Lo-egnep

T

90> 2509

S=evgep

................. ] J L ro»BEQED
. T
. TL“M&U b 0> B Zgep

|
!

|

{ecturas de muesiras de vello coranico

[

£h-ezoen

- Z'0>eL'oep

- L D=E 0 ep
I L L0e 80D
T 7 T Y T HM
nU_.. L+ 6.,. A.r T~ foe - T T H T ¥
— o ot = e o 5 = o w - ] <
fcudd o it o o = o
BHSSULR o) (0P OBIE eluseld Le 1a) PP senltatse SN L

BYSBUILY ,»'F (9P OWEIRLL Rwisk(d us 018} (P SETYIsATdSe SR

FIG. 8B

101

Lecturas de iefido de placenta a &rming



ES 2994 426 T3

- 0'LeE0ep
- ‘ f— ;mdvamdm@
T e L 80> B 06D
o — - £0>29'08p
Tln N ] - 9> B G'pep
o — - G'0> B g ep

T!. sl L ¥'0> B g ep
" AR EA R

.
1

i Z0=2L'nap

Iw L L0>B 08D
T
<>

Lecturas de gidbulos sanguinecs maternos

¥ T T ] T
b “, Y = «
o, M
haad < e <> Les) <

anssll] | [P owelew wwise|d us sepuedwlos seinoaT

FIG. 8C

1

] . - 0'L S0
-~ ! - 60> e 808D
ot l L 9'0me L06p
IR hE
Tl l - 9'0> 2 g0 8p
Tl l - §'gm e Yo ep
T{ [L . o= BEQEp
[ —

£0=8Z09p

i

i

g
A

T

1

_Il, =“ AN
_1 ..... @ L 0> 809D

-

1 T T T ¥ T
= [<»] L -t ©d o
. - L ~ [ [
Ll [on] o2 < £ <

858U ¢ [Op OWRTBW eusseld Ue SEPIUEdUIOD SBINDSeT

FIG. 8D

Lecturas de glébulos sanguineos maternos

102



ES 2994 426 T3

910 Analizar una pluralidad de moléculas de ADN de la muestra biologi-
‘ va para determinar una ubicacion, un genotipo y un estado de
metilacién

e coieee b i e

) I
dentificar los primeres locus en donde ef primer tejido :
- es heterocigdtico para el primer v segundo alelo v el
- segundo tefido es homocigdlico para et primer alelo

920

Para cada uno de |os primeros locus

y
Determinar un numero de moléoulas de ADN gue estan |
a30 i metiladas en un sitio del locus y que corresponden al
| aleio a@spenifico del {ejido del locus

\d

H t
* |
940 g ros de moléculas de ADN metiladas en lo uno o mas sitios {
! del locus v correspondientes af alelo especifico del tefido E
H

R

Crear ef primer perfil de metilacion del primer
a50 tejido a partir de las densidades de metilacion |
para los primeros locus ‘

FIG. 9 900
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|
| Racibir la muestra bioldgica de la mezcla de ADN extraceiui"—zr
1010 | del primer tejido y del segundo telido |

1

. Dbtener el segundo perfil de metilacion
1020 correspondiente al segundo tejido

! +

1030 Determmar un perfil de memacson extraceluar del J
' ; ADN extracelular de la mezcla

¥
1040 3 Determinar un porcentaje del ADN extraceiular
; de ia mezcia del primer tefido
i
i
1050 Identificar locus para determinar
el primer metiloma
: !
} 4
{
Para cada|locus
Determinar la primera densidad de metilacidon calculando un parametro |
1060 [ diferencial que incluye una diferencia entre la densidad de metiacion del 3

| segundo perfit de metilacion y la densidad de metilacion del perfif de metilacién |
3‘ extracelular E

|
1070 ¢ Transformar la primera densidad de metilacion

i para obtener &l primer metiloma corregido del
k primer {ejido

FIG. 10 1000
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Clasificacian incorrecta _
28 %

1100

Diferencia de .|
o <knivel e L8

22 %, FIG. 11A

Clasificacion
correcta..
75:1 Yo i

L d

282 L8388 %8

B804 4<08 wW0d

A Yo iy T Nn e AadS—

s

b
¢ rrPmeer—n—n 3§
*

&

£

Bajo Intermedio Alto
Categorias deducidas

1150

FIG. 118

105



ES 2994 426 T3

YZl "Oid

00ct -
i} opepsuedi oy oy 43} #8441 155 4] EIUD ZEGSBLLT-OMOGSKIZ su  9LTvOrE ST
(¥} opepaac oIy oy 089°2 5151 16v%0 108 SEED GROGENET-VSESEOGTIBLW  ISTIEYD  ¥I
i) DpeBuLIBdH B oWy 198’ f4:tay 2800 st 9600 9BLEZOOT-E9SEZOOT MM VdvA  §I
fg} opejpuiodiyg g a3 £24% 625 gagh 0550 SEE0  GEOSELESSELPEI6S 81w SANIJYIS 2
moygnd wig apejgewodiy oleg oleg 9o L0012 LT8%0 sv1l TS6'0  GHEESSHE-LFUBESIE 1z . Il
4] OpESLOdIH ofey aleg A 210°%0- “gze’n £0ED 0S6D  STSELEIV-DITELEZY LZ®  WEIdd 0T
£d] epeauIRtiy say EE] 5£5% e 650%0 25D BE0 TEOSLZLE-SYERITIE 1z STM 3
{z} ppejsuIediH AT = £45% Tz 0E0D ortn PO00  E£5STISOL-GLSTISNN 12w EpTIDY g
] OpRNSWOTH .. sy ofeg 6629 GE0'D ore’n £1v 096’0 9GTOSTIFTLREVZIV 1ze  LETION o
{z} npeausd 3 B s5£%0 90E 150% 195 ELO0  TL6ESGYT-UOTBESGYY 1H  EITLS) 9
{z} opejnatadiy sy g £l avt 900 1£5%0 TED0 BESOVITI-99VOVIIP 1293 120193  §
{2} opejeunediy oleg ofeg 538 ude - wwe’h £geh st0D  GOSSE6YE-ZETSEE9EI 10 TS0 v
{2} opejeuadiy ofeg ofeg g0 226 o 188 SEC'0  IRICZEEE-IPSIZEEE 1R RIGIDD £
{2} opepsuladiy g ol 698’0 wEd osoD 7560 000 9S/9S8ST-6EKUSEST e BODIDY 2
{1) opesuLsdiH =R oy wo0% 505% £50% 158" 000D VEZESEOS-REAZSENSIE O WI4SSwy  {
sueoed  ewodrid e oo onng, A ) ) (1vsva)

SPOUSRIPY  iop opeisy 9P UOBIHOW bopon e op eapowpad OPIOMPIPEP QWIB  gyavepy  BWBIBM phqunief uomeomgn 00MmSB sno0T 4N

, puiseld abueg
ap IBAIN oresmung  SPOIEA

B3U0IDBIGY S O UDIIRIHAW 3D OPRIS UOIoANPI (Loieuanans op sojep) UODRHIOW ap PEMSURQ

106



ES 2994 426 T3

0SzZL sepionpap selobajes
oy Glipauwliaju Q_.Nm
_, . LD
@ CBEGESOF
R ok e S ,
z
Y533 ~
150190 m - €0
920190
- v'0
600195 @ V1190 ® ® Lenoo
SHNIIHIS @ 5D
© 170197
ernes &
| | SITH - ¢
VIISSVY @
A
Vv B
r$379v) o
911v9re ©

dz1 old

pjuaoe|d e} ap UOIOB|IIDW 9D pepisSuag

107



ES 2994 426 T3

1310 g Analizar el ADN para determinar fa ubicacion en ef genoma E
! y la metilacion en uno o mas sitios
e et N

. Determinar un nimero respectivo de moléculas f

1320 - de ADN que estan metiladas en el sitio para i

cada unc de una pluralidad de sitios :
f Calcutar un primer nivel de memacrcn de una primera region j
1330 cromosomica basada en los nimeros respectivos de E
| moléculas de ADN metiladas en ios sitios del interior de la |
; pnmera reg:on cromeosomica

340 Comparar el primer nivel de
134¢ metilacién hasta un valor
de corte
i
i

1350 | Determinar una clasificacion de una anomalia E

! | para la primera region cromosémica basada en !

! la comparacion ;

i

1300

FIG. 13
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Obtener un metiloma placentaric y un metiloma sanguineo

i

1420

=

Identificar una region que incluya un nimero especificado de .
sitios y para la que se haya obtenido un nimero :

L |

1430

Calcular un indice de metilacién placentaria y un indice de
metilacion sanguinea para cada sitio

A

1440

1450 5 Fusion de DMR adyacentes

1460

Comparar fos indices de metilacion entre los glébulos

sanguineos maternos y la muestra de placenta para

determinar si los conjuntos de indices eran diferentes
entre si. :

Y

Calcular las densidades de metilacion del
metiloma sanguineo v de la muestira de placenta

H
[OOSR

1
H

1470 |

Identificar ios DMR putativos donde ta densidad de ﬁl
metilacidn placentaria tolal y una densidad de metilacion
sanguinea total para todos los sitios de la region son
diferentes estadisticamente

1480

1480
FIG. 14

l

Identificar los locus en i0s que las densidades de metilacion de
~ ADN de los glshulos sanguineos matemos eran
superiores a un valer de conte alto o inferiores a un valor de corte
bajo

‘‘‘‘‘‘‘‘ Y

identificar los DMR comparande las diferenbias
con un umbral

109
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Plasma materne del primer trimestre | pizgsma materno del tercer trimestre

Hipermetilado® Hipometilado® Hipermetilado? Hipometitadob

K.” de focus predichos 3081 44455 ; 1748 14830

N.* de locus con 1674 n. a 3 525

densidades de
metilacion >$8 %
en los datos de

tejido de placenta®

N.° de iocus con n. a. 234588 n. a o 13475
| densidades de

metifacion <60 %
en los datos tde

tejido de placenta®

N7 de focus 1457 21812 1279 12677
solapados con BMR ’

extraidos de {os
datos de fejido de
placanta® y de jos
giébulos sanguineos

maternos

FIG. 18 1600
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Medir las cantidades de fragmentos de ADN correspondientes a los
2010 i ; \
diferentes tamafios

o .

Calcular un primer valor de un primer pardretro |

2020 hasado en las cantidades de fragmentos de ADN en
: miiifiples sitios :
v Y
2030 i

Comparar of primervalor de tamafo con un vaior de
tamano de referencia

T

’ Estimacion del nivel de metilacidn basandose en la comparacion

2040

H
;
s : |

FIG. 20 | 2000
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Paciente con CHC

. L, Plasma

Cromosoma Capa Tejido hepatico | 1aigq tumoral preoperatorio

leucacitaria ne umaoral
[ 65,4 % 65,7 % 44,1 % 60,2 %
2 68,3 9% 68,2 % 42,0% 58,6 %
3 08,2 % 68,5 % 44,6 % 60,9 %
4 68,9 67,7 % 37 8% 56,9 %
5 674 % 66,7% 37.8% 56,9%
6 674 % 67,7 % 43,2 % 59,9 %
7 691 % 68,8 % 43,0 % 60,0%

8 69,1 % 68,0 % 404 % 60,0%

9 66,4 < 06,2 % 44,9 9 60,6%
10 68,9 % 68,2 % 40,8 % 58,5 %
il 63,5 % 65,6 % 41,6% SBS%
12 67,6 % 674 % 45,9 % 62,0 %
13 69,8 % 688 % 40,6 % 60,2 %
i4 50,4 % 66,2 % 41 4% 59.2%
15 60,1 % 60,3 % 44,6 9% 61,0%
16 68,9 % 67,6 % 45,6 % 60,7 %
17 64,0 % 64,9 % 45,8 % 60,2 %
1§ 69,9 % 68,1 % 429 9 60,0 %
19 62,3% 67 % 47,5 % __6L0%
20 66,0 % 65,3 % 39,1 % 57,8 %
21 61,8 % 6l 1% 3999% 37,7 5%
22 _679% 67,0 % 49,1 % 638w
o s 67,1 66,9 % 42,9% 59,7 %

FIG. 21A 2100
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Densidad de metilacion de ADN plasraatico

Faciante con CHC

Cr. Sreameratort | Contrel 1| Control 2 { Control 3|Control 4
Preoperatoric | postoperatorio
1 60,2 % 69,6 % 700% | 703% | F00% | 713%
2 58.6% TLO% 722% 1 4w 1 723% 1 T3S
3 60,9 % 72.3% 27% | T31% 1 72,9% | 73.9%
4 56,0 % 718 % 7L9% | 722% | 7% | 734%
5 56,9% 70,9% 7L0% 1 713% | 713% | 726%
& 59,9 % ‘ T12% 71.6% 71,9% 71,7 % 728 %
7 G00% 1 T722% | 728% 72, 8% 72,5 % 73.8%
8 60,0 % 720% | 726% | 726% 1 724% | 13T%
g 60,8 % 4% 1 71L0% 73,1 % T10% | 722%
10  58.8% 71,7% 70,0% | 721% | 720% | 732%
i 58,5 % 69,6 % 70,2 % 70,4 % 702% | TL6%
21 o 710 % 7L6% | ILI% | 715w | 727%
13 60,3 % 72,8 % 732% | 4% | 732% | 743%
14 392 % 70,2 % 707% | 709% | 708% | 72.0%
{3 61L0% 705 % 06% 1 710% | 709% | 72.0%
16 60,7 % TL3% . 1 724% | 7L8% b 7L6w% | 733%
17 60,2 % 64,6 % §9.3% | 694% 1 693% | 70.8%
i8 601 % 727 % T29% | T3 1% 73 0% 74,2 %
19 51,0% _669% 1 681% | 681% | 67.6% | 693%
20 57,8% 69.6 % 703% | 703% | 703% | 7L6%
21 57,7 % 67,0 % 640% | 6as% | 657% | 674%
2 63.8% 71,4 % 725% | 720% { 719% | 733%
Todas s o ) . )
autosomas 39,7% 70,8 % 2% 7H3% T2 % 72,5%

FIG. 22 2200
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Densidad de metilacion
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Densidad de metilacion
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Pi.asma Plasma
puntuaciones preoperatorio postoperatorio
de z (n.° de bins) (n.° de bins)
<-3 186 (80,9 %) 19 (8,3 %)
3103 42 (18,3%) | 209 (90,3 %)
>3 2 (0,9 %) 2 (0,9 %)
_Total 230 (100 %) 230 (100 %)
FIG. 26A
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: Plasma Ptasma
i Puniua- pre- post- Controt 3 Control 4
i cién de operatorio oparatorio Control 1 Cortrot 2 | (n*de bins)|  {(n°de
: z in.® de bing) | {n.” de bins) co6 {n.” de hins) | {n.® de bins) | bins}
233¢ 171 28
<3 {452 %) {8,3 %) (1,1 %3 040 %) G (0 %) 0 {0 %) 0 {0 %)
362 2558 268 2734 2734 2734 2734
de-3a3z| {133%) {93,5 %) {983 %) {100 % {100 %) {100 %) {160 %)
42 7 17
>3 {1.5 %) {02%) | 0.82%) | oo 8 {01 % 0 {0 %) 0 {0 %}
2734 2734 2734 2734 2734 2734 2734
Total {100 %} {100 %3 {100 %%} (100 %) {100 %) {100 %) {100 %)
FiG. 26C 26840
Proporcion de
Proporcion | Proporcion | Proporcion de C_pG
de CHH de CHG citosinas metilados
metitado metilado metiladas {densidad de
metilacion)}
Capa leucocitaria de pacients con CHC 0,13 0,14 5,74 67,08
Tejido hepatico no tumoral (.18 8,15 545 68,85
Tejido tumoral 4,09 0,08 3,29 42,88
Plasma preop. 0,09 8,10. 3,99 58,67
Plasma posiop. 125 056 6,52 70,75
Plasma de control 1 0,12 0,12 6,38 71,17
Plasma de controf 2 0,10 0,10 562 7133
Plasma de control 3 0,09 0,00 557 71,20
Plasma de control 4. 0,10 0,10 593 72,48

FIG. 26D
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FIG. 276G
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Analizar el ADN para determinar la ubicacion en &}

281@ genoma y ia metilacion en uno o mas sitios

) Y

Determinar un numero respectivo de moléoulas |

i de ADN que estan metiladas en el sitio para |

E cada uno de una pluralidad de sitios |
Y

Caloular un primer nivel de melilacion basan- |

i

dose en los nameros respactivos de moléay- |
tas de ADN metiladas en la pluralidad de sitios |

2820

{

2830

Comparar ef primer nivel de metilacion con un

2840 valor de corte

2850 . ) R P
] Determinar una clasificacion de un nivel de

cancer basado en ia comparacién

FIG. 28 ‘ 2800
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0,6
Diferencia en las densidades de metilacién entre la media del ADN plasmatico

de sujetos sanos y el tejido tumoral en un paciente con cancer
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Profundidad de
secuenciacion

N.* de bins
hipemestilados
{purtuacioneas z <-3)

% de
hipometitados
{puntuacionss z <-3) sn

Factor de difucion de ia {veces de genoma en plasma plasmea )
profundidad al 5 % hapinide} prooperatario precpavatono
0,8 1,76 1314 48,06
0,6 1,32 1323 48,30
0,4 0,88 1220 44,62
9.2 0,44 1084 40,01
0,1 0,22 500 32,92
0,05 0,11 848 23,59
0,01 0,022 207 7,57
N.% de bins % de

Profundidad de
sacuenciacion

hipometilados
{puntuacionss z <-3)

hipometilados
{puntuacionss z <-3) en

Factor de dilucidn de ia {veces de genoma en plasma plasma
profundidad al 2 % haploide? precperatorio precperstorio
0,8 1,76 491 17,96
0,6 1,32 493 18,03
0,4 0,88 460 16,83
0,2 01 44 439 16,08
0,1 0,22 358 13,02
0,05 o, 11 297 10,86
50 g,022 231 8,45
FIG. 32A 3200
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FIG. 32B

134

3250

® Regidon no repstida

.- W Region repetida



ES 2994 426 T3

00ee ™

pEIA R
£C "4 HOLINOW
%
y
Lgee GLEE 7
, BEE LLEE ceee
\EINE| OLNTIW S NOIOVZITYNSIA
YA “YNIDVWTY 30 OavioaL oluand 30 HOAYLAYAY
(SIOAILISOLSIC ,
A A A & X
™ ¥ h 4 y 4 -
- \ A A Y 3 A b
526¢ . : ¥ :
pES £LE2 TLEE A%
PHLINTD YINALSIS 30 572 30
YOS I HOOYSIOOH YIHOWIN HOOVIOHINGD

135



ES 2994 426 T3

g ¥

T

!

o' ¢’z

O\N m\ w ng

(%) BrousnoBI

s o
v =
4 O
3
B

=
- B
A

o

&

2

8 =

- £

o

b

L2
e

<

<

o)

2

e

Taae - )
T S ¥
>4 3

[}

@y,
s.\\xets\ M g \\«s *
Y
5 h

Y *
34
<t % 3
% i
193] W ?

%] ;
2 ; 3
¥ H

lfs >

;7
Ead 4 :%.\ B

- ‘J Kt s " i b-
P o, s £ i« 7 W £

o
ot o
g guaginn oo

2%
E A SRR et S
L i3

B I IE1T Ha

» ‘_“\“'

t

FIG. 34C

FIG. 34B

136



ES 2994 426 T3

Identificar las islas CpG gue se han de analizar {p. e|., |
3610 con densidades de metilacion bajas en muestras no
Cancerosas)

Para cada isla CpG  «

¥

Determinar la densidad de metilacion

3820

¥

Determinar si la isla CpG
3530 esta hipermetilada

Calcular la puntuacion acumulativa de las |
3540 densidades de metilacion de las islas CpG
hpermetiladas

3550 Comparar la puntuacion acumulativa con un valor
de corte acumulativo para determinar una
clasificacion de un nivel de cancer
3500
FIG. 35
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3610 Identificar regiones del genoma
del organismo

¥
identificar la ubicacion en el gehoma
de referencia de las moléculas de acida
nucieico de la muestra

3630

fdentificar wi grupo respectivo de moléculas de acido nucleico
procedentes de una region basandose
en las ubicaciones identificadas

3600

A

3

3640

Calcudar un valor respectivo del grupo féspeotivo de moléculas
de acido nucieico

Rapeticion
para todas
{3s reginnas

h 4 —

3650

Comparar el valor respective con un valar de referencia para determi-

&

nar una olasificacion de si la region cromosomica

presenta una delecién o una amplificacion

h 4

3660

Determinar una cantidad de regiones clasificadas por
presentar una delecién o amplificacion

¥

3670

Comparar el nimero de un valor umbral para determinar una
clasificacidn de si el organismo tiene cancer
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Muestra: TBR36
Fraceidn de ADN tumoral: 40 %

De dentro hacia fuera:

1} ANC tumorales

2} ANC plasmaticas {sin BS}
3) ANC plasmaticas {(BS)
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Muestra: TBR34
Fraccion de ADN tumoral: 30 %

De dentra hacia fuera:

1) ANC fumorales

2} ANC plasmaticas (sin BS)
31 ANC plasmaticas {BS)

3

2 27

14

i CTARR Uk

£

FIG. 38A

Puntuacion z
{plasma tratado con bisutfito)

=40

FIG. 388 B e "

Puntuacion z
{plasma no tratado con bisulfitc)
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Muesltra: TBR34 "
Fraccion de ADN tumoral: 30 % LI
De fuera hacia dentro: & N .
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Dimension ' Puntuacion de PA
L Estadio d’i?f’d‘:‘;f} : ; Prasencia de
N asease | ot fone®) | Hipometiacion | Hipermetizcion de cualauer foo de
tom general islas Cp ANE
TBRIS | AL | 16 88385 s69 | 3T Positiva
TBR34 | Al 50 31573 217 8650 Positiva
HOTI98 | Al 2| e 5.5 6803  Fositiva
HOT205 | Al 6 146 {7 175 Positiva
HOTI92 | Al 5,5 25914 19,5 1668 Fositive
HOT227! Al | 53 36333 1854 se0s Pasitiva
HOT238 | Al 55 12187 1053 1978 | Fositva
HOTIS7 | B 53 14 98 22 | posiva
HOTIS6 | Al 5 16529 159 1947 | positws
HOT236 | Al 3,7 7993 59 85 | Positva
HOTIT0 | Al 3,5 71 81,9 1542 | Fositva
HOT229 | Al A 54 7 Positiva
HOT233| Al 3 180 7.5 3 Positiva
HOT240 . Al 2,8 1277 14,0 972 Positiva
HOT222 | Al 25 18832 168 Coam Positiva
HOT162 Al 25 612 41,0 3048 Positiva
HOTI72 | Al 2,5 12909 98,1 1305 Positiva
HOTI64 | Al 23 12604 48 210 Postiva
HOT21S | Al 2,3 25824 54,8 714 | Positive
HOT207 | Al 2,1 3377 12,0 101 Positiva
HOT224 | Al 2 367 0,0 B Negativa
HOTI59 Al 15 1367 1,4 26 Positiva
HOT204 | Al LS T 4,5 198 Positva
HOTIST | Al LS 153 28 5 Negativa
HOT208 | Al 1,2 867 | 47 214 Positiva
HOTH6T| Al | 21544 45 54 Positiva
FIG. 45
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Estadificacion’ Puntuscion de PA Presencia
Dimension de
) . N.® max. suaiquier
Tipo de cancer | g, cang | dettumer Hipametilacion Hipermetilacién tipo
general de islas CpG ANT de cambio
TBRIS { metastasico | 1581 1467 5_!_2_3 Positiva
TBR1 28 T%N&I‘&Iﬂ | Positiva
4,5 em M5 KL L 1851 |
o T2HIMD ) _
Cancer de mama TBR17 2,5 om 2598 4,3 54 Positiva
b TINORD
TERIZE ) 153 17 azsp | oSt
- TINOMD | )
BRI o0 o 202 00 | oo
Sarcoma del . . n
mitisculo liso TBROS! | Metastasico 4787 19,8 2988 Positiva
.;:g:'?;ndocrino TBRO5Z | Metastésico 112518 198 14681 Fositiva
TBR164 | Metastasico S8 18 474 4114 | Positiva
TBERO12 | Metastasico 4351 A 2213 Pasitiva
Cancer de TBROI4 | Motastasico 2356 | ;__2_,_2 g5 Positiva |
puimon | T -
TBRLT? 3,6 cm le 06 a3 Positiva
TBRO31 | Mmatastasico 1828 44 1888 | Positive
TERI125 | Metastasico 2948 162,58 5788 Positiva
TBR124| T4NI 270 49 57 | Positiva
Céncor TBRIZ3 | TINZMD 6871 na 83 Pasitiva
nasofaringeo TBRO&Z | TINIMD i 0L 4 Positiva
TBRIOR | T3NIMG -3 .1 a6 Positiva
TERIU? | TINOMD 1438 11,2 205 | Positiva
TBRI0S | TiHIMD 2281 58 97 | Positiva
TBROSS | TINOMD 6187 10,2 2% | positiva
FIG. 46
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