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DESCRIPCION
Uso de anomalias de tamafio y nimero en el ADN plasmatico para detectar un céncer
Antecedentes

El analisis del ADN extracelular circulante se ha utilizado cada vez mas para la deteccién y el seguimiento de canceres
(1-3). Diferentes caracteristicas moleculares asociadas al cancer, incluidas anomalias en el nimero de copias (4-7),
cambios de metilacién (8-11), mutaciones de un solo nucleétido (4, 12-15), secuencias viricas procedentes del cdncer
(16, 17) y reordenamientos cromosémicos (18, 19), se pueden detectar en el plasma de pacientes con diversos tipos
de cancer. A pesar de la rdpida expansién de las aplicaciones clinicas, muchas caracteristicas moleculares
fundamentales del ADN circulante en pacientes con céancer siguen sin estar claras, limitando asi el uso clinico mas
eficaz de dichos analisis.

En particular, estudios previos sobre el tamafio del ADN circulante en pacientes con cancer dieron resultados
incoherentes. Los estudios han demostrado que la integridad general (una medida de tamafio) del ADN circulante
aumentaria en pacientes con cédncer en comparacidn con sujetos sin una condicién maligna (20-23). Usando PCR con
diferentes tamafios de amplicén, se demostré que la proporcidén de ADN méas largo seria mayor en pacientes con
cancer. Se demostrd que esta anomalia en la integridad del ADN era reversible después del tratamiento y la
persistencia de dichos cambios se asocié con un mal pronéstico (20, 24). Por otra parte, también hay evidencia
aparentemente contradictoria de que el ADN circulante procedente de tejidos tumorales podria ser més corto que el
procedente de células no malignas. Por ejemplo, se ha demostrado que la proporciéon de moléculas de ADN que portan
mutaciones asociadas al cancer seria mayor cuando esas mutaciones se detectaran utilizando PCR con amplicones
més cortos (12, 25).

Ademés, estudiar el perfil de tamafio del ADN procedente del tumor en el plasma de los pacientes con CHC es una
tarea compleja porque el ADN en plasma procedente del tumor no se puede distinguir facilmente del ADN de fondo
en plasma no procedente del tumor. La deteccién de mutaciones especificas del cancer ofrece un medio genotipico
para distinguir el ADN plasmatico tumoral del no tumoral. Sin embargo, hay relativamente pocas mutaciones
especificas del cancer en todo el genoma (29-32). Por consiguiente, puede ser dificil identificar con precisién el ADN
procedente del tumor en el plasma, en particular con el propésito de generar una visién amplia, detallada y a la vez
rentable de la distribucién del tamafio del ADN procedente del tumor.

Dichas dificultades obstaculizan la obtencién de mediciones precisas en muestras que posiblemente contengan
mezclas de ADN tumoral y no tumoral.

El documento WO-2009/051842 divulga un método para detectar un cancer mediante la medicién del niumero de
copias gendémicas y la longitud de la cadena en ADN extracelular.

Breve sumario

De acuerdo con la presente invencién, se proporciona un método de analisis de una muestra biolégica de un organismo
como se define en la reivindicacién 1. En las reivindicaciones dependientes se definen aspectos adicionales y
realizaciones preferidas.

Adicionalmente de acuerdo con la presente invencion, se proporciona un programa informatico como se define en la
reivindicacion 12.

Se puede obtener una mejor comprensién de la naturaleza y ventajas de las realizaciones de la presente invencion
con referencia a la siguiente descripcién detallada y los dibujos adjuntos.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 es un diagrama que ilustra un método 100 para identificar regiones cromosdmicas que presentan una
anomalia.

En la figura 2 se muestra un grafico Circos 200 que identifica regiones que presentan amplificaciones y
eliminaciones en muestras de plasma y tejido de un paciente representativo con carcinoma hepatocelular (CHC).
En la figura 3 se muestran resultados de las anomalias del nimero de copias (ANC) en plasma para varios sujetos.
La figura 4 es una tabla 400 que muestra la detectabilidad de las ANC en plasma de pacientes con CHC, portadores
del virus de la hepatitis B (VHB), pacientes con cirrosis hepatica y sujetos sanos.

En la figura 5 se muestra una tabla 500 de ANC detectadas en el tumory el plasma correspondiente de 12 pacientes
con CHC.

En la figura 6 se muestra un diagrama que ilustra un método de analisis de una muestra biol6gica de un organismo
para determinar si una muestra biolégica presenta un primer tipo de cancer.

En la figura 7 se muestran brazos cromosémicos que presentan patrones diferentes para diferentes tipos de
canceres en la tabla 700.

En las figuras 8A, 8B y 8C se muestran una tabla 800 de patrones de regiones cromosémicas para diferentes tipos
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de cancer.

En la figura 9 se muestra un diagrama que ilustra un método de analisis de una muestra biolégica de un organismo.
En la figura 10 se muestran graficos de las proporciones de fragmentos de ADN plasmético (A) mas cortos de
150 pb, (B) de 150 a 180 pb y (C) mas largos de 180 pb frente a la fraccion de ADN tumoral en plasma.

La figura 11 es una ilustracién esquemética del principio del analisis del tamafio del ADN plasmético en pacientes
con cancer.

En la figura 12 se muestran distribuciones de tamafio de ADN plasmatico originado a partir del 8q amplificado y el
8p eliminado de un caso representativo H291. (A) Las distribuciones de tamafio del ADN plasmético para 8p (rojo)
y 8q (verde). (B) Grafico de frecuencias acumuladas para el tamafio del ADN plasmatico para 8p (rojo) y 8q (verde).
(C) La diferencia en frecuencias acumuladas para el caso de CHC H291.

En la figura 13 se muestra la diferencia en las frecuencias acumuladas para el tamafio entre 8q y 8p (AS). (A)
Gréfico de AS frente al tamafio de todos los casos de CHC con diferentes ANC en 8p y 8q en plasma. (B) Los
valores de AS+es entre diferentes grupos.

La figura 14 es un grafico de los valores de AS entre 1q y 1p frente al tamafio para un paciente con CHC
representativo.

La figura 15 es un grafico de los valores de AS1es entre 1q y 1p para sujetos de control sanos, portadores del VHB,
pacientes cirrdticos y pacientes con CHC.

La figura 16 es un diagrama que ilustra un método para realizar un analisis de puntuacién z a nivel de brazo
cromosémico (CAZA, del inglés chromosome arm-level z-score analysis) y un analisis de tamafio para analizar una
muestra biolégica de un organismo.

La figura 17 es un diagrama que ilustra un método para analizar una muestra biol6gica de un organismo.

En la figura 18 se muestran distribuciones de tamafio de fragmentos de ADN plasmético en pacientes con CHC
con diferentes concentraciones fraccionarias de ADN procedente del tumor en plasma.

En la figura 19 se muestran perfiles de tamafio del ADN plasmatico para (A) controles sanos, (B) portadores
crénicos del VHB y (C) pacientes cirréticos.

En la figura 20 se muestran diagramas de caja de la proporcién de fragmentos cortos para sujetos de control sanos,
pacientes con CHC con fraccién de ADN tumoral de menos de un 2 % en plasma y pacientes con CHC con fraccién
de ADN tumoral de mas de un 6 %.

La figura 21 es una curva de eficacia diagndstica (ROC, del inglés operating characteristic curve) para aplicar
P(<150) para diferenciar pacientes con CHC con una fraccién de ADN tumoral inferior al 2 % de sujetos de control
sanos.

La figura 22 es una curva de eficacia diagnéstica (ROC) para aplicar P(<150) para diferenciar pacientes con CHC
con una fracciéon de ADN tumoral superior al 6 % y sujetos sanos.

En la figura 23 se muestran diagramas de caja de la proporcidén de fragmentos largos para sujetos de control sanos
y pacientes con CHC con fraccién de ADN tumoral inferior al 2 % en plasma.

La figura 24 es una curva ROC para utilizar P(>180) para diferenciar pacientes con CHC con una fraccién de ADN
tumoral inferior al 2 % de sujetos de control sanos.

En la figura 25 se muestran diagramas de caja del tamafio medio de los fragmentos de sujetos de control sanos,
pacientes con CHC con una fracciéon de ADN tumoral inferior al 2 % y pacientes con CHC con una fraccién de ADN
tumoral superior al 6 %.

La figura 26 es una curva ROC para utilizar el tamafio medio de los fragmentos para diferenciar entre pacientes
con CHC con una fraccién de ADN tumoral inferior al 2 % y sujetos de control sanos.

La figura 27 es una curva ROC para utilizar el tamafio medio de los fragmentos para diferenciar entre pacientes
con CHC con una fraccién de ADN tumoral superior al 6 % y sujetos de control sanos.

En la figura 28 se muestra un diagrama de caja de la proporcién de fragmentos cortos de ADN plasmatico de
menos de 150 pb que se alinearon con el cromosoma 1q para pacientes con CHC con una fraccién de ADN tumoral
superior al 6 % y para sujetos de control sanos.

La figura 29 es una curva ROC para utilizar la proporcién de fragmentos cortos de ADN plasmético de menos de
150 pb para diferenciar entre pacientes con CHC con una fraccién de ADN tumoral superior al 6 % y sujetos de
control sanos.

La figura 30 es un gréafico de AS frente al tamafio del tumor de pacientes con CHC.

La figura 31 es un gréafico del porcentaje de fragmentos de ADN de un tamafio determinado frente al tamafio del
tumor.

En la figura 32 se muestra un diagrama de bloques de un sistema informatico 10 ilustrativo que puede utilizarse
con el sistema y los métodos de acuerdo con las realizaciones de la presente divulgacién.

TERMINOS

La expresion "muestra bioldgica", como se utiliza en el presente documento, se refiere una cualquier muestra que se
toma de un sujeto (por ejemplo, un ser humano, tal como una mujer gestante) y contiene una o mas moléculas de
acido nucleico de interés. Los ejemplos incluyen plasma, saliva, liquido pleural, sudor, liquido ascitico, bilis, orina,
suero, jugo pancreético, heces, liquido de lavado cervical y muestras de frotis cervical.

La expresién "acido nucleico" o "polinucledtido" se refiere a un acido desoxirribonucleico (ADN) o &cido ribonucleico
(ARN) y a un polimero de los mismos en forma mono o bicatenaria. A menos que esté especificamente limitado, la
expresidn abarca los acidos nucleicos que contienen anélogos conocidos de nucleétidos naturales que tienen
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propiedades de unidn similares a las del 4cido nucleico de referencia y que se metabolizan de manera similar a la de
los nucleétidos de origen natural. A menos que se indique de otro modo, una secuencia de acido nucleico particular
también abarca implicitamente variantes modificadas conservativamente de la misma (por ejemplo, sustituciones de
codones degenerados), alelos, ortélogos, polimorfismos de un solo nucleétido (SNP, del inglés single nucleotide
polymorphism) y secuencias complementarias asi como la secuencia explicitamente indicada. De manera especifica,
las sustituciones de codones degenerados se pueden lograr mediante la generacién de secuencias en las que la
tercera posicidén de uno o méas codones seleccionados (o todos) se sustituye con restos de base mixta y/o de
desoxiinosina (Batzer M. A. et al., Nucleic Acid Res 1991; 19:5081; Ohtsuka E. et al., J Biol Chem 1985; 260:2605-
2608; y Rossolini G. M. et al., Mol Cell Probes 1994; 8:91-98). La expresion acido nucleico se utiliza indistintamente
con gen, ADNc, ARNm, ARN pequefio no codificante, microARN (miARN), ARN asociado a Piwi y ARN en horquilla
corto (ARNhc) codificado por un gen o locus.

El término "gen” significa el segmento de ADN implicado en la produccién de una cadena polipeptidica. Puede incluir
regiones anteriores y posteriores a la regiéon codificante (lider y remolque) asi como las secuencias intervinientes
(intrones) entre los segmentos de codificacién individuales (exones).

Como se utiliza en el presente documento, el término "locus" o su forma plural "oci" es una ubicacién o direccién de
cualquier longitud de nucleétidos (o pares de bases) que tiene una variacién a través de los genomas.

La expresién "marcador secuenciado” (también denominado lectura de secuencia) se refiere a una secuencia obtenida
de toda o parte de una molécula de acido nucleico, por ejemplo, un fragmento de ADN. En una realizacién, sélo se
secuencia un extremo del fragmento, por ejemplo, aproximadamente 30 pb. A continuacién, el marcador secuenciado
se puede alinear con un genoma de referencia. Como alternativa, ambos extremos del fragmento se pueden
secuenciar para generar dos marcadores secuenciados, que pueden proporcionar una mayor precisién en la alineacion
y también proporcionar una longitud del fragmento. En otra realizacién mas, un fragmento de ADN lineal puede
circularizarse, por ejemplo, mediante unién, y la parte que abarca el sitio de unién se puede secuenciar.

La expresion concentracion fraccionaria de ADN tumoral se utiliza indistintamente con las expresiones proporcidén de
ADN tumoral y fraccién de ADN tumoral, y se refiere a la proporcién de moléculas de ADN que estan presentes en
una muestra procedente de un tumor.

La expresién “perfil de tamafio" generalmente se refiere a los tamafios de los fragmentos de ADN en una muestra
biolégica. Un perfil de tamafio puede ser un histograma que proporciona una distribucién de una cantidad de
fragmentos de ADN en una variedad de tamafios. Se pueden utilizar varios parametros estadisticos (también
denominados parametros de tamafio o simplemente pardmetros) para distinguir un perfil de tamafio de otro. Un
parametro 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.

El término "parametro”, como se utiliza en el presente documento, significa un valor numérico que caracteriza un
conjunto de datos cuantitativo y/o una relacién numérica entre conjuntos de datos cuantitativos. Por ejemplo, un
pardmetro es una proporcién (o funcién de una proporcién) entre una primera cantidad de una primera secuencia de
acido nucleico y una segunda cantidad de una segunda secuencia de &cido nucleico.

El término "clasificacién", como se utiliza en el presente documento, se refiere a cualquier nimero(s) u otro caracter(es)
(incluidas palabras) que se asocian a una propiedad particular de una muestra. Por ejemplo, un simbolo "+" podria
significar que una muestra estd clasificada como que tiene eliminaciones o amplificaciones (por ejemplo,
duplicaciones). Las expresiones "valor de corte"y "umbral" se refieren a un ndmero predeterminado utilizado en una
operacion. Por ejemplo, un tamafio de corte puede referirse a un tamafio por encima del cual se excluyen los
fragmentos. Un valor liminar puede ser un valor por encima o por debajo del cual se aplica una determinada
clasificacién. Cualquiera de estas expresiones puede utilizarse en cualquiera de estos contextos.

La expresion "nivel de céncer" puede referirse a si existe cancer, un estadio de un cancer, un tamafio del tumor,
cuantas eliminaciones o amplificaciones de una regién cromosémica estan implicadas (por ejemplo, duplicadas o
triplicadas) 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 afecciones premalignas o precancerosas asociadas con
eliminaciones o amplificaciones.

Una "regién subcromosémica" es una regiéon que es mas pequefia que un cromosoma. Ejemplos de regiones
subcromosémicas son 100 kb, 200 kb, 500 kb, 1 Mb, 2Mb, 5Mb o 10Mb. Otro ejemplo de una regidén
subcromosdémica es aquella que corresponde a una 0 méas bandas, o subbandas, o uno de los brazos de un
cromosoma. Las bandas o subbandas son caracteristicas observadas en el analisis citogenético. Se puede hacer
referencia a una regién subcromosémica por sus coordenadas gendémicas en relaciéon con una secuencia de referencia
del genoma humano.

Descripcion detallada
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Los canceres a menudo tienen regiones con anomalias en el nimero de copias (amplificaciones o eliminaciones) en
relacién con el genoma normal de la persona. Las técnicas pueden contar fragmentos de ADN extracelular en una
muestra (por ejemplo, plasma o suero) que incluyen fragmentos de ADN tumoral y fragmentos de ADN no tumoral. El
recuento puede identificar regiones que estén sobrerrepresentadas (indicativo de amplificacién) o infrarrepresentadas
(indicativo de eliminacién). Pero, como dichas técnicas basadas en el recuento son de naturaleza estadistica, pueden
producirse indicaciones incorrectas. Las realizaciones pueden identificar una regién como posiblemente portadora de
una anomalia en el nUmero de copias (también denominada anomalia) mediante un anélisis basado en el recuento y
confirmar si la regién tiene la anomalia mediante un anélisis basado en el tamafio. Dicha confirmacién proporciona
una precisién adicional a la hora de identificar regiones con anomalias.

Las regiones que presentan anomalias se pueden utilizar para identificar la existencia de cancer en el organismo del
que se obtuvo la muestra. Pero, la existencia de cancer no conlleva un tipo de cancer. A fin de abordar este problema,
las realizaciones pueden utilizar patrones de referencia de anomalias en regiones a partir de muestras con canceres
conocidos. Es posible determinar un patrén de prueba que indique qué regiones son anémalas para una muestra
determinada que se esté analizando, y el patrén de prueba se puede comparar con los patrones de referencia para
determinar un tipo de cancer. Se puede determinar una cantidad de regiones del patrén de prueba que presentan una
misma eliminacién o amplificacion que un patrén de referencia correspondiente a un tipo particular de cancer, y la
cantidad se puede comparar con un umbral para determinar una clasificacién de si el tipo particular de cancer esta
presente. Una vez que se identifica que una regién tiene una anomalia y corresponde a un tipo particular de cancer,
se puede tener mayor confianza al analizar la regién en busca de ADN tumoral. Por ejemplo, la regién se puede utilizar
para medir una fraccién de ADN tumoral en la muestra.

Ademés, varios estudios han mostrado resultados incoherentes en cuanto a la longitud de los fragmentos de ADN
extracelular tumoral: algunos muestran fragmentos mas largos de ADN tumoral y otros muestran fragmentos més
cortos de ADN tumoral. El analisis a continuacién muestra que ambas pueden ser correctas, pero para diferentes
fracciones de ADN tumoral. Las realizaciones pueden utilizar diferentes umbrales de tamafio en un analisis de tamafio
basado en una fraccién de ADN tumoral medida, que puede determinarse mediante el recuento de fragmentos de
ADN en una regién identificada como que tiene una anomalia. Por consiguiente, algunas implementaciones pueden
conciliar estas aparentes incoherencias a través de, por ejemplo: (a) perfiles de tamafio de alta resolucién de todo el
genoma del ADN plasmatico mediante secuenciacion masiva en paralelo; y (b) un enfoque eficaz para distinguir el
ADN procedente de tumores del ADN de fondo no tumoral en el plasma de pacientes con cancer (por ejemplo,
utilizando regiones identificadas como que tienen una anomalia).

I. INTRODUCCION

Se ha vuelto posible medir las longitudes de millones o miles de millones de cada molécula individual de ADN
plasmético en muestras con el uso de la secuenciacién masiva en paralelo (26, 27). Por lo tanto, los tamafios del ADN
plasmético podrian estudiarse a nivel de todo el genoma y con una resolucién de base Unica. Usando este enfoque,
se ha demostrado que el tamafio del ADN circulante generalmente se asemeja al tamafio del ADN mononucleosémico,
lo que sugiere que el ADN plasmético podria generarse a través de la apoptosis (26, 27). En mujeres embarazadas,
se ha demostrado que el ADN plasmatico procedente del feto es mas corto que el ADN procedente de la madre (26).
La diferencia de tamafio entre el ADN fetal y materno circulante ha proporcionado una nueva base conceptual para
cuantificar el ADN fetal en el plasma materno y detectar aneuploidias cromosémicas mediante el analisis del tamafio
del ADN plasmatico (28). Asimismo, se han observado diferencias en las distribuciones de tamafio del ADN circulante
procedente de los érganos trasplantados y de los propios tejidos de los pacientes en los receptores de trasplantes de
organos soélidos o de médula 6sea (27).

El plasma de pacientes con cancer contiene una mezcla de ADN procedente de tumores y ADN no procedente de
tumores. Los ejemplos a continuacién analizan la distribucién del tamafio del ADN plasmético en pacientes con cancer
con carcinoma hepatocelular (CHC). También se analizaron distribuciones de tamafio del ADN plasmatico en
pacientes con CHC, pacientes con infeccion crénica por el virus de la hepatitis B (VHB), pacientes con cirrosis hepatica
y sujetos sanos. Las realizaciones pueden utilizar ciertas regiones anémalas para analizar el perfil de tamafio del ADN
procedente del tumor en el plasma de los pacientes con CHC. El uso de dichas regiones anémalas puede superar el
desafio de que el ADN plasmético procedente del tumor no se distingue facilmente del ADN de fondo no procedente
del tumor en el plasma.

Algunas realizaciones utilizan brazos cromosémicos que se ven afectados por anomalias en el nUmero de copias
(ANC) para inferir la diferencia en las distribuciones de tamafio del ADN plasmético procedente de tumores y no
procedentes de tumores. Para los brazos cromosémicos que se amplifican en los tejidos tumorales, la contribucién
proporcional del ADN procedente de tumores al ADN plasmatico aumentaria, mientras que para los brazos
cromosdédmicos que se eliminan en el tumor, la contribucién disminuiria. Por consiguiente, la comparacién de los perfiles
de tamafio de los brazos cromosdmicos amplificados y eliminados reflejaria la diferencia de tamafio entre el ADN
plasmatico procedente de tumores y el no procedente de tumores. Las ANC que implican un brazo cromosémico
completo o un tronco grande de un brazo cromosémico son relativamente comunes (33). La eliminacién de los
cromosomas 1p y 8p y la amplificacién de los cromosomas 1q y 8q se observan cominmente en los tejidos de CHC
(34-36). Por tanto, el analisis se centra en los cromosomas 1y 8 para los analisis de ANC y de perfiles de tamafio del
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ADN plasmatico.
II. ANALISIS DE RECUENTO PARA IDENTIFICAR REGIONES ANOMALAS

Una regién anémala incluye una amplificacién o una eliminaciéon. Una amplificacién significa que una secuencia en la
regién ocurre con mayor frecuencia que en una secuencia de referencia y, por tanto, la secuencia ha sido amplificada.
Normalmente, la amplificacién se produciria en una sola copia del cromosoma (haplotipo). Una eliminacién significa
que se ha eliminado una secuencia en la regién en relacién con la secuencia de referencia, normalmente sélo una
copia del cromosoma tiene la eliminacién en el caso de los organismos diploides. Una regién puede definirse por al
menos dos loci (que estan separados entre si), y los fragmentos de ADN de estos loci pueden utilizarse para obtener
un valor colectivo sobre la regién.

A. Deteccién de una regién anémala mediante recuento

La anomalia de una regién se puede determinar mediante el recuento de la cantidad de fragmentos de ADN
(moléculas) que proceden de la regién. Como ejemplos, la cantidad puede ser un niumero de fragmentos de ADN, un
nimero de bases a las que se superpone un fragmento de ADN u otra medida de fragmentos de ADN en una region.
La cantidad de fragmentos de ADN para la regién se puede determinar mediante la secuenciacién de los fragmentos
de ADN para obtener lecturas de secuencia y la alineacion de las lecturas de secuencia con un genoma de referencia.
En una realizacién, la cantidad de lecturas de secuencia para la regién se puede comparar con la cantidad de lecturas
de secuencia para otra regién a fin de determinar sobrerrepresentacién (amplificacién) o infrarrepresentacion
(eliminacién). En otra realizacién, se puede determinar la cantidad de lecturas de secuencia para un haplotipo y
compararla con la cantidad de lecturas de secuencia para otro haplotipo.

Por consiguiente, el nimero de fragmentos de ADN de una regién cromosémica (por ejemplo, determinado mediante
el recuento de los marcadores secuenciados alineados con esa regién) se puede comparar con un valor de referencia
(que se puede determinar a partir de una regién cromosémica de referencia, de la regién de otro haplotipo o de la
misma regién en otra muestra que se sabe que es sana). La comparacién puede determinar si la cantidad es
estadisticamente diferente (por ejemplo, superior o inferior) al valor de referencia. Se puede utilizar un umbral para la
diferencia, por ejemplo, correspondiente a 3 desviaciones tipicas (DT), como se observa en una distribucién de valores
observada en una poblacién.

Como parte de la comparacidn, se puede normalizar un recuento de marcadores antes de la comparaciéon. Se puede
calcular un valor normalizado de las lecturas de secuencia (marcadores) para una regién concreta dividiendo el nUmero
de lecturas de secuencia que se alinean con esa regién entre el nimero total de lecturas de secuencia alineables con
todo el genoma. Este recuento normalizado de marcadores permite comparar los resultados de una muestra con los
de otra. Por ejemplo, el valor normalizado puede ser la proporcién (por ejemplo, porcentaje o fraccidén) de lecturas de
secuencias que se espera que procedan de la regién concreta. Pero, son posibles muchas otras normalizaciones,
como resultaria evidente para un experto en la materia. Por ejemplo, se puede normalizar dividiendo el nimero de
recuentos de una regién por el niUmero de recuentos de una regién de referencia (en el caso anterior, la regién de
referencia es solo el genoma completo) o utilizando siempre el mismo nimero de lecturas de secuencia. A
continuacién, este recuento normalizado de marcadores puede compararse con un valor liminar, que puede
determinarse a partir de una o mas muestras de referencia que no presenten cancer.

En algunas realizaciones, el valor liminar puede ser el valor de referencia. En otras realizaciones, el valor de referencia
puede ser el otro valor utilizado para la normalizacién, y la comparacién puede incluir el valor de referencia y el valor
liminar. Por ejemplo, la cantidad de la regién se puede dividir por el valor de referencia para obtener un parametro,
que se compara con el valor liminar para ver si existe una diferencia estadisticamente significativa. Como otro ejemplo,
la cantidad de la regién se puede comparar con el valor de referencia mas el valor liminar.

En una realizacién, la comparacién se realiza calculando la puntuacién z del caso para la regién cromosémica
concreta. La puntuacion z puede calcularse mediante la siguiente ecuacién: puntuacién z = (recuento normalizado de
marcadores del caso - media)/DT, donde "media" es el recuento medio normalizado de marcadores alineados con la
regiéon cromosémica concreta para las muestras de referencia; y DT es la desviacién tipica del nimero de recuentos
normalizados de marcadores que se alinean con la regién concreta para las muestras de referencia. Por lo tanto, la
puntuacién z puede corresponder con el nimero de desviaciones estandar que el recuento normalizado de marcadores
de una regién cromosémica para el caso analizado se aleja de la media del recuento normalizado de marcadores para
la misma regién cromosémica de uno o méas sujetos de referencia. Esta puntuacién z se puede comparar con un
umbral, por ejemplo, 3 para amplificacién y -3 para eliminacién. Las regiones cromosdmicas que se amplifican tendrian
un valor positivo de la puntuacién z por encima del umbral. Las regiones cromosdmicas eliminadas tendrian un valor
negativo de la puntuacién z, que estaria por debajo del umbral.

La magnitud de la puntuacién z puede determinarse mediante varios factores. Uno de los factores es la concentracion
fraccionaria de ADN procedente del tumor en la muestra biolégica (por ejemplo, plasma). Cuanto mayor sea la
concentracién fraccionaria de ADN procedente del tumor en la muestra (por ejemplo, plasma), mayor seré la diferencia
entre el recuento normalizado de marcadores del caso probado y los casos de referencia. Por lo tanto, se obtendria
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una mayor magnitud de la puntuacién z.

Otro factor es la variacién del recuento normalizado de marcadores en uno o varios casos de referencia. Con el mismo
grado de sobrerrepresentacién de la regién cromosémica en la muestra biolégica (por ejemplo, plasma) del caso
analizado, una variacién menor (es decir, una desviacion tipica menor) del recuento normalizado de marcadores en el
grupo de referencia daria lugar a una puntuacién z mayor. De forma similar, con el mismo grado de infrarrepresentacion
de la regién cromosémica en la muestra biolégica (por ejemplo, plasma) del caso analizado, una desviacién tipica
menor del recuento normalizado de marcadores en el grupo de referencia daria lugar a una puntuacién z mas negativa.

Otro factor es la magnitud de la anomalia cromosémica en los tejidos tumorales. La magnitud de la anomalia
cromosémica se refiere a los cambios en el nimero 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 infrarrepresentacién de la region cromosémica concreta en el ADN plasmético. Por ejemplo,
la pérdida de ambas copias del cromosoma daria lugar a una mayor infrarrepresentacién de la region cromosémica
en el ADN plasmatico que la pérdida de una de las dos copias del cromosoma y, por lo tanto, daria lugar a una
puntuacién z mas negativa. Normalmente, existen multiples anomalias cromosémicas en los canceres. Las anomalias
cromosdmicas de cada cancer pueden variar ademas por su naturaleza (es decir, amplificacién o eliminacién), su
grado (ganancia o pérdida de una o varias copias) y su extensién (tamafio de la anomalia en términos de longitud
cromosémica).

La precisién de la medicidén del recuento normalizado de marcadores se ve afectada por el nUmero de moléculas
analizadas. Por ejemplo, puede ser necesario analizar 15.000, 60.000 y 240.000 moléculas para detectar anomalias
cromosdémicas con un cambio de copia (ya sea ganancia o pérdida) cuando la concentracién fraccionaria es
aproximadamente un 12,5 %, un 6,3 % y un 3,2 %, respectivamente. Se describen mas detalles sobre el recuento de
marcadores para la detecciéon de un céncer en diferentes regiones cromosdmicas 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.; y en la patente de EE. UU. n.° 8.741.811 titulada "Detection Of Genetic Or Molecular
Aberrations Associated With Cancer" de Lo et a/.

B. Método

La figura 1 es un diagrama que ilustra un método 100 para identificar una regién cromosdémica que potencialmente
presenta una amplificacion de acuerdo con realizaciones de la presente divulgacién, pero que no forman parte de la
invencién reivindicada. El método 100, y otros métodos descritos en el presente documento, puede realizarse total o
parcialmente mediante un sistema informatico.

En la etapa 110, se pueden identificar una pluralidad de regiones cromosémicas de un organismo. Cada regidn
cromosdmica puede incluir una pluralidad de loci. Una regién puede tener un tamafio de 1 Mb o cualquier otro tamafio
igual. El genoma completo puede incluir entonces aproximadamente 3.000 regiones, cada una de tamafio y ubicacion
predeterminados. Dichas regiones predeterminadas pueden variar para adaptarse a la longitud de un cromosoma
concreto 0 a un numero 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, por ejemplo, como se describe en el presente documento.

Las etapas 120 a 140 se pueden realizar para cada una de las regiones cromosdmicas. En la etapa 120, para cada
regiéon cromosdmica, un grupo respectivo de moléculas de acido nucleico puede identificarse como de la regidén
cromosdmica. La identificacién puede basarse en la identificacién de una ubicacién de moléculas de 4cido nucleico
en un genoma de referencia. Por ejemplo, los fragmentos de ADN extracelular se pueden secuenciar para obtener
lecturas de secuencia, y las lecturas de secuencia pueden cartografiarse (alinearse) con el genoma de referencia. Si
el organismo fuera un ser humano, el genoma de referencia seria un genoma humano de referencia, potencialmente
de una subpoblacidén particular. Como otro ejemplo, los fragmentos de ADN extracelular pueden analizarse con
diferentes sondas (por ejemplo, tras la PCR u otro tipo de amplificacién), donde cada sonda corresponde a una
ubicaciéon genémica diferente. En algunas realizaciones, el analisis de los fragmentos de ADN extracelular se puede
realizar recibiendo lecturas de secuencia u otros datos experimentales correspondientes a los fragmentos de ADN
extracelular y analizando después los datos experimentales con un sistema informatico.

En la etapa 130, un sistema informatico puede calcular una cantidad respectiva del respectivo grupo 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 mencionados en el presente documento. Por ejemplo, el valor
puede ser el nimero de fragmentos del grupo o un valor estadistico de una distribucién de tamafios de los fragmentos
del grupo. El valor respectivo también puede ser un valor normalizado, por ejemplo, un recuento de marcadores de la
region dividido entre el numero total de recuentos de marcadores de la muestra o el nimero de recuentos de
marcadores de una regién de referencia. El valor respectivo también puede ser una diferencia o una proporcidén con
respecto a otro valor, proporcionando asi la propiedad de una diferencia para la regién.

En la etapa 140, la cantidad respectiva puede compararse con un valor de referencia para determinar una clasificacién
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de si la regiébn cromosdémica presenta una anomalia (es decir, una amplificacién o una eliminacién). En algunas
realizaciones, la region cromosémica puede clasificarse como que no presenta anomalia. La comparaciéon puede
incluir la determinacién de una puntuacién z basada en la cantidad respectiva y el valor de referencia. Como ejemplo,
el 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 liminar determinado para muestras normales. Como otro ejemplo, el valor de
referencia podria ser el recuento de marcadores para otra regién, y la comparaciéon puede incluir tomar una diferencia
0 una proporcién (o funcién de los mismos) y después determinar si la diferencia o proporcién es mayor que un valor
liminar.

El valor de referencia puede variar en funcién de los resultados de otras regiones. Por ejemplo, si las regiones vecinas
también muestran una desviacién (aunque sea pequefia en comparacién con un umbral, por ejemplo, una puntuacion
z de 3), puede utilizarse un umbral mas bajo. Por ejemplo, si tres regiones consecutivas superan un primer umbral,
entonces el cancer puede ser méas 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.

C. Anélisis de la puntuacién Z a nivel de brazo cromosémico (CAZA)

En algunas realizaciones, un cromosoma se puede dividir en muchas regiones subcromosdmicas (por ejemplo,
regiones de 1 Mb). Es posible que esta alta resolucién no maximice la sensibilidad y especificidad. Otras realizaciones
pueden dividir un cromosoma en dos brazos, es decir, p y q. Analizar los dos brazos puede mejorar la especificidad
mediante la reduccion del ruido provocado por una resolucién tan fina. A continuacién se proporciona un ejemplo de
anélisis de la puntuacién z a nivel de brazo cromosémico.

Se analizaron un total de 225 muestras de ADN plasmatico de 90 pacientes con CHC, 67 pacientes con infeccion
crénica por VHB, 36 pacientes con cirrosis hepética asociada al VHB y 32 sujetos sanos. Se obtuvo una mediana de
31 millones de lecturas (intervalo: de 17 a 79 millones) de cada muestra de plasma. Las cantidades de lecturas de
secuencia originadas en brazos cromosémicos que estaban tres DT por debajo (puntuaciones z <-3) y tres DT por
encima (puntuaciones z >3) de la media de los controles sanos se consideraron que indicaban una infrarrepresentacion
y sobrerrepresentacién significativas del ADN plasmético de esos brazos cromosédmicos, respectivamente. Estas
anomalias cuantitativas del ADN plasméatico generalmente reflejaban la presencia de pérdidas y ganancias del nimero
de copias (ANC) en el tumor (4).

En la figura 2 se muestra un grafico Circos 200 que identifica regiones que presentan amplificaciones y eliminaciones
en muestras de plasma y tejido de un paciente representativo con carcinoma hepatocelular (CHC). De dentro hacia
fuera: ANC en el tejido tumoral (en resolucién de 1 Mb); ANC a nivel del brazo en el tejido tumoral; ANC de plasma
(en resolucidén de 1 Mb); ANC de plasma a nivel del brazo. Las regiones con ganancias y pérdidas se muestran en
verde y rojo, respectivamente. La distancia entre dos lineas horizontales consecutivas representa una puntuacion z
de 5. Los ideogramas cromosoémicos (fuera de los graficos) estan orientados de pter a qgter en el sentido de las agujas
del reloj.

En la figura 3 se muestran los resultados de las anomalias en el nUmero de copias (ANC) en plasma para todos los
sujetos estudiados utilizando una realizacion de CAZA. Se analizaron los cuatro brazos cromosémicos (1p, 1q, 8p y
8q) que se ven frecuentemente afectados por las ANC en el CHC. Las lineas rojas y verdes representan la
infrarrepresentacion y la sobrerrepresentacion, respectivamente, de los brazos cromosémicos correspondientes en el
plasma. Cada linea vertical representa los datos de un caso.

La figura 4 es una tabla 400 que muestra la detectabilidad de las ANC en plasma de pacientes con CHC, portadores
del VHB, pacientes con cirrosis hepatica y sujetos sanos de acuerdo con realizaciones de la presente divulgacién. En
la tabla 400 se muestran las categorias de pacientes en la columna mas a la izquierda. En las columnas restantes se
muestran el numero de pacientes y el porcentaje con ANC detectadas en el plasma para diferentes brazos
cromosémicos. Setenta y seis (84,4 %) de los 90 pacientes con CHC tenian al menos una ANC a nivel de brazo
cromosémico en los cromosomas 1y 8 en el plasma. Se dispuso de tejidos tumorales de 12 pacientes con CHC para
corroborar los hallazgos del ADN plasmético. Las muestras de tejido se secuenciaron y los patrones de ANC se
muestran en la figura 5.

En la figura 5 se muestra una tabla 500 de ANC detectadas en el tumor y el plasma correspondiente de 12 pacientes
con CHC. En la tabla 500, el nimero de caso del paciente aparece en la primera columna. Los pacientes estan
ordenados en orden descendente de fraccién de ADN tumoral en plasma, como se muestra en la segunda columna.
En la tercera columna se muestra el tamafio del tumor. Las columnas restantes muestran las ANC detectadas en el
tumor y el plasma para diferentes brazos cromosémicos. 'Ganancia’ indica una ganancia en el nimero de copias.
'Pérdida’ indica una pérdida en el nimero de copias. 'Nulo' indica que no hay ANC detectables. Se analizaron un total
de 48 brazos cromosémicos de los 12 pacientes. Se muestran los nimeros (y porcentajes) de brazos cromosémicos
con resultados concordantes y discordantes entre el tumor y el plasma.
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De los 48 brazos cromosdmicos analizados para los 12 pacientes, se observaron cambios concordantes en el plasma
y en los tejidos tumorales en 30 brazos (63 %). Las ANC solo se observaron en el tumor, pero no en el plasma, para
10 (21 %) brazos. Estos casos tendian a tener fracciones de ADN tumoral més bajas en el plasma. Se observaron
ANC en el plasma, pero no el tumor, para 7 (15 %) brazos. En un caso (HOT428), se observ6 una ganancia de 1q en
el tumor, pero se observé una pérdida en el plasma. Estos datos podrian sugerir la presencia de heterogeneidad
tumoral donde podria haber otros focos o clones de células cancerosas que aportan ADN plasmético.

Entre los portadores del VHB con y sin cirrosis hepética, las proporciones de deteccién de estas ANC fueron del 22,2 %
y del 4,5 %, respectivamente. Un paciente con cirrosis hepatica y un portador crénico de VHB sin cirrosis presentaron
ANC en plasma, pero no se sabia que tuvieran CHC en el momento de la extracciéon de sangre, se les diagnosticd
CHC alos 3y 4 meses después, respectivamente. Todos los portadores del VHB y pacientes cirréticos fueron objeto
de seguimiento durante al menos 6 meses. Para aquellos sujetos de control sin ninguna ANC en plasma, ninguno de
ellos habia desarrollado CHC durante el periodo de seguimiento. Ninguno de los 32 sujetos sanos tenia ANC
detectables en el cromosoma 1 u 8 en plasma mediante CAZA. En los pacientes con CHC, el aumento o disminucién
desproporcionada en las lecturas de secuencia en el plasma debido a la presencia de ANC refleja la concentracion
fraccionaria de ADN tumoral en la muestra de plasma. La concentracidn fraccionaria media de ADN procedente del
tumor en el plasma de los pacientes con CHC fue del 2,1 % (intervalo: del 0 % al 53,1 %,; intervalo intercuartilico: del
1,2 % al 3,8 %).

CAZA proporciona una forma de detectar ANC asociadas a tumores de forma no invasiva. En el CHC, los cromosomas
1y 8 se ven cominmente afectados por ANC (34-36). De hecho, los presentes datos mostraron que 76 (84,4 %) de
los 90 pacientes con CHC tenian al menos una ANC que afectaba cualquiera de los brazos de los cromosomas 1y 8
en el plasma, mientras que ninguno de los 32 sujetos sanos presentd ANC para estos dos cromosomas en el plasma.
También se detectaron ANC en plasma que implicaban los cromosomas 1y 8 en el 22,2 % y el 4,5 % de los pacientes
cirréticos y portadores del VHB. En un portador del VHB y un paciente con cirrosis hepatica, el CHC se diagnosticd
poco después de la extraccidn de sangre. Es probable que el cancer hubiera estado presente en el momento de la
extraccién de sangre y estuviera asociado con las ANC en el plasma, demostrando asi la capacidad de deteccion
temprana de las realizaciones. La tasa de deteccién relativamente elevada de ANC en plasma en los pacientes con
CHC sugiere que este enfoque podria tener valor futuro en la deteccién de portadores del VHB. Mas aun, las ANC
estan presentes en casi todos los tipos de cancer (33). Por consiguiente, este enfoque se puede aplicar como un
marcador tumoral genérico con adaptacion a los patrones de ANC especificos del cancer de interés.

ll. DETECCION DEL TIPO DE CANCER EN FUNCION DEL PATRON DE REGIONES ANOMALAS

Algunas realizaciones pueden utilizar regiones anémalas conocidas (junto con amplificacién o eliminacién) de un tipo
de cancer para identificar posibles canceres implicados por anomalias identificadas en la muestra. En el ejemplo
anterior, las regiones anémalas conocidas para el CHC se utilizaron para analizar la muestra en busca de CHC. Esta
evaluacién puede comparar las regiones anémalas identificadas (ya sea amplificacién o eliminacién) con un conjunto
conocido de regiones anémalas. Si se determina una coincidencia suficientemente elevada, entonces ese tipo de
cancer puede marcarse como un posible resultado de prueba.

Un criterio de coincidencia puede ser el porcentaje de regiones del conjunto que también estan identificadas en la
muestra. Los criterios de coincidencia pueden requerir que regiones especificas sean anémalas. Por ejemplo, la
coincidencia se puede identificar para CHC cuando 1p, 1q u 8q es anémalo, o cuando més de uno de estos brazos
cromosémicos son andémalos. Por tanto, puede haber subconjuntos especificos para los que se requiera una
coincidencia idéntica, pero los subconjuntos pueden ser més pequefios que un conjunto completo de regiones
andmalas conocidas para un tipo de céancer.

Por tanto, un patrén de regiones anémalas para una muestra de prueba se puede comparar con el patrén de regiones
andmalas para un tipo particular de cancer, que puede determinarse a partir de pacientes que se sabe que tienen un
tipo particular de cancer. Las realizaciones se pueden utilizar para detectar el cancer e identificar el tipo de cancer en
cuestién, en particular cuando el tumor puede ser pequefio (por ejemplo, menos de 2 cm de tamafio). Las técnicas de
imagen tienen dificultades para identificar tumores de menos de 2 cm de tamafio. Dichas técnicas también se pueden
utilizar para seguir el progreso del paciente después del tratamiento.

A. Método

La figura 6 es un diagrama que ilustra un método 600 de analisis de una muestra biolégica de un organismo para
determinar si una muestra biolégica presenta un primer tipo de cancer de acuerdo con realizaciones de la presente
divulgacién, pero que no forman parte de la invencién reivindicada. La muestra biolégica incluye moléculas de acido
nucleico (también llamadas fragmentos) originarias de células normales y potencialmente de células asociadas con
un cancer. Al menos algunas de estas moléculas pueden ser extracelulares en la muestra.

En una realizacién de este y cualquier otro método descrito en el presente documento, la muestra biolégica incluye
fragmentos de ADN extracelulares. Aunque se ha utilizado el anélisis del ADN plasmético para ilustrar los diferentes
métodos descritos en esta solicitud, estos métodos también pueden aplicarse para detectar anomalias cromosémicas
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asociadas a tumores en muestras que contienen una mezcla de ADN normal y procedente de tumores. Los otros tipos
de muestras incluyen saliva, lagrimas, liquido pleural, liquido ascitico, bilis, orina, suero, jugo pancreético, heces y
muestras de frotis cervical

En la etapa 610, se identifica una pluralidad de regiones cromosémicas del organismo. La pluralidad de regiones
cromosémicas son subcromosédmicas y pueden no superponerse. 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, por ejemplo, cuatro o mas regiones). Para las
realizaciones en las que las regiones no son iguales, el nimero también puede representar las longitudes respectivas
(por ejemplo, el numero podria ser una longitud total de las regiones anémalas). En algunas realizaciones, las regiones
corresponden a los brazos de los cromosomas. En otras realizaciones, las regiones pueden ser mas pequefias que
los brazos, por ejemplo, regiones de 1 Mb.

En algunas realizaciones, una regién cromosémica puede ser de un haplotipo particular (es decir, corresponder a una
copia particular del cromosoma). En realizaciones que utilizan un analisis de dosis relativa de haplotipos (RHDO, del
inglés relative haplotype dosage), cada region puede incluir al menos dos loci heterocigotos. Se pueden encontrar méas
detalles sobre RHDO en la patente de EE. UU. n.° 8.741.811.

En la etapa 620, para cada una de una pluralidad de moléculas de acido nucleico en la muestra biolégica del
organismo, se puede identificar una ubicacién de la molécula de acido nucleico en un genoma de referencia del
organismo. La pluralidad de moléculas de acido nucleico puede incluir 500.000 o mas moléculas (fragmentos). Esta
ubicacién se puede realizar de diversas maneras, incluida la realizacién de una secuenciaciéon de una molécula (por
ejemplo, mediante una secuenciacidén aleatoria), para obtener uno o dos marcadores secuenciados (de extremos
emparejados) de la molécula y después alinear lo(s) marcador(es) secuenciado(s) con el genoma de referencia. Dicha
alineacién se puede realizar utilizando herramientas, tales como la herramienta de basqueda de alineacién local basica
(BLAST). La ubicacion se puede identificar como un nimero en un brazo de un cromosoma.

En la etapa 630, se puede identificar un grupo respectivo de moléculas de &cido nucleico como de la regidén
cromosdmica en funcién de la regién identificada, para cada una de la pluralidad de regiones cromosémicas. El grupo
respectivo puede incluir al menos una molécula de acido nucleico ubicada en cada uno de la pluralidad de loci de la
regiéon cromosdémica.

En la etapa 640, un sistema informatico puede calcular un valor respectivo del respectivo grupo de moléculas de acido
nucleico para cada una de la pluralidad de regiones cromosdmicas. El valor respectivo puede definir una propiedad
de las moléculas de acido nucleico del respectivo grupo. La propiedad puede ser un recuento, un porcentaje o un
tamafio de las moléculas de acido nucleico. El valor respectivo puede incluir una media de una distribucion de tamario,
una mediana de la distribucién de tamafio, un modo de distribucién de tamafio o una proporcién de moléculas de acido
nucleico que tienen un tamafio inferior a un umbral de tamafio. El uso del tamafio como propiedad se analiza con
mayor detalle en la seccidn V.

En la etapa 650, el valor respectivo se puede comparar con un valor de referencia respectivo para determinar una
clasificacién de si la regién cromosdmica presenta una eliminaciéon o una amplificacién. La comparacidén puede incluir
la determinacién de una puntuacién z basada en el valor respectivo y el valor de referencia respectivo. A continuacion,
la puntuacién z se puede comparar con uno 0 mas valores liminares para determinar si existe una eliminacién o una
amplificacién. Se pueden utilizar diferentes umbrales para una eliminacién y una amplificacién. En otras realizaciones,
el valor de referencia puede incluir el valor liminar, por ejemplo, si los otros valores en la puntuacién z se movieran al
otro lado de la ecuacién. Un valor de referencia puede corresponder a un valor determinado en una muestra sana,
otra regiéon cromosédmica (por ejemplo, una que no presente una anomalia) o el otro haplotipo cuando la regién que se
esta probando es un primer haplotipo.

En la etapa 660, se puede determinar un patrén de prueba de las regiones cromosémicas que presentan una
eliminacién o amplificacién. El patrén de prueba se refiere al patrén de regiones anémalas en la muestra que se esta
probando. El patrén de prueba puede incluir un conjunto de regiones cromosdmicas que presentan una eliminacién,
una amplificacién o son normales. El patrén de prueba también puede incluir un primer subconjunto del conjunto que
se identifica como que presenta una amplificacién. El patrén de prueba puede incluir ademas un segundo subconjunto
del conjunto que se identifica como que presenta una eliminacidn. El patrén de prueba puede incluir ademas un tercer
subconjunto del conjunto que se identifica como que no presenta una amplificacién o una eliminacién.

En la etapa 670, el patrén de prueba puede compararse con una pluralidad de patrones de referencia de diferentes
tipos de cancer. Un patrén de referencia para un tipo de céncer puede incluir un conjunto conocido de regiones
andmalas. Los patrones de referencia pueden determinarse a partir de muestras de referencia de tejidos y/o mezclas
de moléculas de &cido nucleico extracelulares. El patrén de referencia puede incluir varias regiones, cada una de ellas
con un estado definido de amplificacién, eliminacién o sin anomalia. La comparacién puede determinar qué regiones
del patrén de prueba tienen la misma anomalia que las regiones de un patrdn de referencia. Por ejemplo, se puede
determinar si se indica que la misma regién tiene una amplificacién, una eliminacién o es normal tanto en el patrén de
prueba como en un patrdn de referencia.
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En la etapa 680, basandose en la comparacion, se puede determinar una cantidad de regiones del patrén de prueba
que presentan una misma eliminacién o amplificacién que un primer patrén de referencia correspondiente a un primer
tipo de cancer. En diversas realizaciones, la cantidad puede ser un nimero o porcentaje de regiones cromosémicas
que coinciden con el conjunto conocido de regiones anémalas.

En la etapa 690, la cantidad de regiones se compara con un primer umbral para determinar una primera clasificacién
de si la muestra biolégica presenta el primer tipo de cancer. El primer umbral puede ser especifico para el primer tipo
de céncer o utilizarse para multiples tipos de cancer. Dicho umbral puede ser una cantidad minima de regiones
cromosémicas necesarias para que coincidan con el conjunto conocido de regiones anémalas para el primer tipo de
cancer que se va a identificar. En diversas realizaciones, la cantidad minima puede ser de 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12 o 13 regiones cromosémicas. En algunas realizaciones, puede necesitarse que regiones especificas sean
andmalas y, por lo tanto, se pueden utilizar otros criterios ademas de la comparaciéon de la cantidad con el primer
umbral. Dichas regiones especificas pueden ser una restriccién o tener mayor ponderacién que otras regiones. Las
regiones anémalas especificas pueden ser un subconjunto del conjunto completo de regiones anémalas conocidas
para un tipo de cancer. El tipo de cancer puede incluir CHC, céncer colorrectal, cadncer de mama, cancer de pulmén o
carcinoma nasofaringeo, entre otros tipos de cancer.

Un valor liminar utilizado para determinar la clasificacién puede variar segln las ubicaciones y los tamafios de las
regiones que se cuentan. Por ejemplo, la cantidad de regiones de un cromosoma particular o de un brazo de un
cromosoma se puede comparar con un umbral para ese cromosoma (0 brazo) en particular como criterio para
determinar si est4 implicado un tipo particular de cancer. Se pueden utilizar varios umbrales. A modo de ejemplo,
puede requerirse que la cantidad de regiones coincidentes (es decir, la misma clasificacién de anomalia en el patrén
de prueba y el patron de referencia) en un cromosoma particular (o brazo o regién subcromosémica mas grande) sea
mayor que un primer valor liminar, y puede requerirse que la cantidad total de regiones coincidentes en el genoma sea
mayor que un segundo valor liminar.

El valor liminar para la cantidad de regiones coincidentes también puede depender de qué tan fuerte sea el
desequilibrio para la clasificacién de las regiones. Por ejemplo, la cantidad de regiones coincidentes que se utilizan
como umbral para determinar una clasificacién de un tipo de céancer puede depender de la especificidad y la
sensibilidad (umbral anémalo) utilizadas para detectar una anomalia en cada regién. Por ejemplo, si el umbral anémalo
es bajo (por ejemplo, una puntuacién z de 2), entonces el umbral de cantidad puede seleccionarse como alto (por
ejemplo, 15 regiones coincidentes o el 80 %). Pero, si el umbral anémalo es alto (por ejemplo, una puntuacioén z de 3),
entonces el umbral de cantidad puede ser menor (por ejemplo, 5 regiones coincidentes o el 60 %). La cantidad de
regiones que muestran una anomalia también puede ser un valor ponderado, por ejemplo, una regién que muestre un
gran desequilibrio puede tener una ponderacién mas elevada que una regién que solo muestre un pequefio
desequilibrio (es decir, hay més clasificaciones que solo positiva y negativa para la anomalia). Dicha ponderacion
puede actuar de manera similar a ciertas regiones que deben tener una anomalia para que se identifique el tipo de
cancer.

En algunas realizaciones, el umbral se puede determinar dinamicamente en funcién del nimero de regiones
coincidentes con otros tipos de cancer. Por ejemplo, el umbral puede ser que el niUmero de regiones coincidentes para
el cancer identificado sea al menos un nimero especifico mayor que las regiones coincidentes para el siguiente tipo
de cancer mas probable. Dicho umbral puede ser un criterio adicional ademés del umbral minimo. Por tanto, en algunos
casos, no se podra identificar ningln tipo de cancer si no existe un nimero suficiente de regiones coincidentes.

B. Resultados

Se probé el método 600 para una pluralidad de tipos de cancer para determinar la precisién. El método 600 se probd
con pacientes con un tipo de cancer conocido. Ademas, los umbrales utilizados pueden determinarse con muestras
de tipos de cancer conocidos. Se pueden utilizar diferentes umbrales para distintos tipos de céncer.

Se secuencié el ADN plasmatico de cada uno de los 17 pacientes con cancer (6 pacientes con CHC, 4 con cancer
colorrectal (CCR), 3 con cancer de mama (CM), 2 pacientes con cancer de pulmén (CP) y 2 pacientes con carcinoma
nasofaringeo (CNF)). Se analizaron las anomalias en el nimero de copias (ANC) para cada brazo cromosémico de
cada paciente segln el enfoque CAZA.

En la figura 7 se muestran brazos cromosdmicos que presentan patrones diferentes para diferentes tipos de canceres
en la tabla 700 de acuerdo con las realizaciones. Las ANC que ocurren en 250 % de los casos estén resaltadas en
color. Las pérdidas del niumero de copias se resaltan en rojo y las ganancias del nimero de copias se resaltan en
verde.

La tabla 700 muestra el brazo cromosémico en la columna mas a la izquierda. Cada una de las otras columnas

enumera el tipo de cancer y un nimero de paciente para el tipo de céncer. Una eliminacién se identifica con '-'. Una
amplificacion se identifica con '+'. Una regién normal se identifica con 'Nulo'.
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Los patrones de ANC observados en las muestras de plasma son diferentes para los pacientes que padecen distintos
tipos de cancer. En funcién de los patrones mas comunes de ANC observadas en el plasma, las realizaciones pueden
deducir el posible origen tisular de los canceres en pacientes con ANC observadas en plasma, pero se desconoce la
fuente de las ANC. Los patrones de ANC enumerados en la tabla 700 tienen fines ilustrativos, y se puede establecer
una lista mas completa de ANC mediante el anélisis de un numero mucho mayor de muestras clinicas.

Los patrones de referencia de las ANC también pueden determinarse a partir del anélisis del tejido tumoral. Como
ejemplos, ganancias en 1q, 6p, 8q y 17q, y pérdidas en 4q, 8p, 13q, 16q y 17p se detectan normalmente en tejidos
tumorales de CHC (Moinzadeh P. et al. Br J Cancer 2005;92:935-941). Ganancias en 5p, 8q, 9p, 13qy 20q, y pérdidas
en 8p, 9p, 17p y 189 se detectan normalmente en tejidos tumorales de CRC (Farzana ef al. PLoS One 2012;2:231968
y Lips E. H. et al. J Pathol 2007;212:269-77). Ganancias en 5p, 7p, 7q, 8q, 14q, 17q y 20q, y pérdidas en 3p, 8p, 9p,
139 y 189 se detectan normalmente en tejidos de cancer de pulmén no microcitico, mientras que las ganancias en 3q,
5p, 14q y 19q, y pérdidas en 3p, 4p, 4q, 5q, 10p, 10q, 13q, 15q, 17p y 229 se detectan normalmente en tejidos de
cancer de pulmén microcitico (Zhao X. et al. Cancer Res 2005;65:5561-70). Ganancias en 1q, 8q, 17qy 20q, y pérdidas
en 4p, 5q, 8p, 11qy 13q son comunes en los tejidos de cancer de mama (Andre F. et al. Clin Cancer Res 2009;15:441-
51). Los patrones de ANC descritos en el presente documento sirven como ejemplos ilustrativos y no pretenden ser
los Unicos patrones que se pueden utilizar en los métodos descritos en el presente documento.

En funcidn de los patrones ANC de este ejemplo, se supone que se realizé la secuenciacién del ADN plasmatico del
paciente CM2 con el fin de detectar el cancer. Se observaron ANC, incluidas ganancias en el nUmero de copias para
1q, 39, 8q y 14q y pérdidas en el nUmero de copias para 2p, 29, 3p, 4p, 79, 8p, 9p, 11p, 12p, 12q, 16qy 17p. Las ANC
en su plasma coincidieron con 13 ANC tipicas para canceres de mama. En cambio, sus ANC solo coincidieron con 3,
6, 4 y 1 ANC tipicas de CHC, CCR, CP y CNF, respectivamente. Por consiguiente, en funcién del patrén ANC de su
ADN plasmatico, se deduce que el cancer mas probable que tiene es el cancer de mama. El umbral seleccionado se
puede utilizar para determinar si el nimero de ANC observado es compatible con las ANC tipicas de determinados
tipos de cancer. En este ejemplo, se puede utilizar un umbral de 7, 8, 9, 10, 11, 12 0 13 para clasificar las ANC como
compatibles con el cancer de mama. También se puede utilizar un porcentaje de regiones coincidentes. Por ejemplo,
se puede utilizar un porcentaje de regiones que coincidan con las regiones cominmente andémalas. Las regiones
comlUnmente anémalas se pueden definir como regiones que tienen una anomalia particular en mas de un 50 % de
las muestras de referencia.

En otras realizaciones, se pueden realizar otros enfoques estadisticos, por ejemplo, pero sin limitacién, la agrupacion
jerarquica, para deducir el tipo de cancer méas probable que tiene un paciente. Por ejemplo, a cada muestra de
referencia se le puede asignar una funcién de datos multidimensional, donde cada dimensién corresponde a una
region diferente. En una implementacion, a cada dimensién se le puede asignar un -1 (para una eliminacién), 0 (normal)
o un 1 (para una amplificacién). Podrian ser posibles niUmeros mas altos para diferentes niveles de amplificacién. Las
muestras de un tipo particular de cédncer se agruparan y se podra asignar una nueva muestra a un grupo. El umbral
podria corresponder a la métrica utilizada para determinar a qué grupo (si hay alguno) se debe asignar la nueva
muestra, donde el grupo asignado corresponde al tipo de cancer identificado para la muestra. Por ejemplo, un grupo
puede tener un centroide correspondiente a regiones de los patrones de referencia del grupo compartidos por al menos
un nimero predeterminado de patrones de referencia del grupo. El grupo puede incluir un limite que define qué
patrones de prueba se encuentran dentro del grupo. El limite puede tener varias formas més alla de la simplemente
esférica. El limite se puede determinar como parte del analisis de agrupamiento cuando se determina qué patrones
de referencia pertenecen a qué grupo, donde los patrones de referencia mas alejados del centroide, pero dentro del
grupo, pueden definir el limite. El umbral para determinar si un patrén de prueba es parte de un grupo puede
considerarse la distancia desde el centroide hasta el limite en la direccién del centroide hasta el patrén de prueba.

En otra realizacién més, se puede determinar la probabilidad relativa de tener diferentes tipos de cancer. El patrén de
ANC de un paciente se puede comparar con la probabilidad de una ANC para cada tipo de cancer. Por ejemplo, un
paciente que tiene una ganancia en 1q se compararia con la probabilidad de la ganancia de 1q para diferentes tipos
de cancer. Para fines ilustrativos, se supone que se puede producir una ganancia en 1q en el 70 % de los pacientes
con CHC, en el 20 % de los pacientes con CP y en el 1 % de los pacientes con CCR. Con estas probabilidades, se
puede determinar una razén de probabilidades en funcién del porcentaje relativo de pacientes con diferentes tipos de
cancer que tienen la ANC. A modo de ejemplo, en funcién de la ganancia en 1q, se puede considerar que el paciente
tiene 3,5 veces mas probabilidades de tener CHC que CP y 70 veces més probabilidades de tener CHC que CCR. La
razén de probabilidades de CHC a CP a CCR puede ser de 70:20:1. Una experto entenderia que esta razén de
probabilidades podria expresarse de varias maneras diferentes, aunque equivalentes. También se pueden determinar
los razones de probabilidades para diferentes ANC en brazos cromosémicos distintos de 1q. A continuacién, se puede
calcular una razdén de probabilidades general con las probabilidades o razones de probabilidades de las ANC
individuales. En otras palabras, dado un patrén ANC de un paciente y las probabilidades de que diferentes tipos de
cancer tengan el patrén de ANC dado, las probabilidades de los diferentes tipos de cancer se pueden comparar entre
si en una razén de probabilidades general. Aunque este ejemplo utilizé probabilidades de ANC en diferentes brazos
cromosdmicos, se pueden utilizar las probabilidades de ANC en diferentes regiones subcromosémicas distintas de los
brazos cromosémicos. En algunas realizaciones, si no se encuentra ANC en un brazo cromosémico u otra region
subcromosodmica en un paciente, el patron de ausencia de ANC se puede comparar con la probabilidad de no encontrar
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una ANC en el brazo cromosdmico o en la regién subcromosémica para diferentes tipos de cancer. El patrén de
regiones sin ANC de un paciente se puede utilizar después para determinar la probabilidad de diferentes tipos de
cancer. Asimismo, la combinacién del analisis de regiones con ANC y regiones sin ANC se puede utilizar para
determinar la probabilidad o probabilidad relativa de un tipo de cancer con una precisidén potencialmente mayor que si
solo se utiliza un tipo de regién.

En otro ejemplo, se supone que el paciente CNF1 tiene el ADN plasmético secuenciado. Se observaron ANC, incluidas
ganancias en el nUmero de copias para 2q, 12q y 22q, y pérdidas en el nimero de copias para 6q y 18q. El patrén de
ANC de este paciente coincidié con cuatro de las ANC tipicas para CNF. En comparacién, este patrén de ANC coincidié
con 0, 2, 0 y 0 ANC tipicas para los patrones de CHC, CCR, CM y CP. En ofra realizacién, también se puede
contabilizar la falta ANC tipicas para un tipo de cancer. Por ejemplo, en este paciente no se encontraron ninguna de
las ANC tipicas para CNF. En cambio, en este paciente no se encontraron 7, 16, 13 y 8 ANC tipicas para CHC, CCR,
CMy CP. Por consiguiente, el patrén ANC de este paciente no es indicativo de CHC, CCR, CM y CP.

En las figuras 8A, 8B y 8C se muestra cdmo se puede mejorar alin més la precisién de este enfoque mediante el uso
de un analisis de ANC de mayor resolucién en la tabla 800. Se identificaron las ANC que afectan a las regiones de
1 Mb en esta cohorte de pacientes con céncer. La tabla 800 tiene las coordenadas gendmicas de las regiones de 1 MB
enumeradas en la columna més a la izquierda. Cada una de las otras columnas enumera el tipo de cancer y un nimero
de paciente para el tipo de cancer. Una eliminacién se identifica con '-'. Una amplificacién se identifica con '+'. Una
regiéon normal se identifica con 'Nulo'.

En este ejemplo, se identificaron las ANC que abarcaban 1 Mb y estaban presentes en todos los pacientes que tenian
el mismo tipo de cancer. Con la mayor resolucién, se pueden identificar ANC subcromosémicas que estan presentes
en una alta proporcién de pacientes con el mismo tipo de cancer. Estas ANC especificas del tipo de cancer no se
identifican en el analisis basado en el brazo. Por ejemplo, se identificaron ganancias en el nimero de copias en el
cromosoma 18 que abarca las coordenadas 30-31 Mb y 44-45 Mb en los tres pacientes con cancer de pulmén, pero
fueron poco comunes en pacientes con otros tipos de cancer. Como se ha indicado anteriormente, se pueden utilizar
diferentes pruebas estadisticas para determinar qué patrén de ANC especifico del cancer es mas similar al caso
analizado. Diferentes pruebas estadisticas pueden incluir, por ejemplo, el recuento del nimero de ANC tipicas en
diferentes patrones de ANC asociados al cancer y agrupamiento jerarquico.

IV. ANALISIS DEL TAMANO DE FRAGMENTOS DE ADN PROCEDENTES DE TUMORES EN PLASMA

Una diferencia estadisticamente significativa en la distribucién del tamafio de los fragmentos de ADN se puede utilizar
para identificar una anomalia, de manera similar que el numero de recuentos puede. Se ha informado que la
distribucién del tamafio del ADN plasmatico total (es decir, tumoral més no tumoral) aumenta en pacientes con céncer
(Wang B. G,, et al. Cancer Res. 2003; 63: 3966-8). Sin embargo, si se estudia especificamente el ADN procedente de
tumores (en lugar de la cantidad total de ADN (es decir, el tumoral mas el no tumoral)), entonces se ha observado que
la distribucién de tamafios de las moléculas de ADN procedentes de tumores es mas corta que la de las moléculas
procedentes de células no tumorales (Diehl et al. Proc Natl Acad Sci USA. 2005;102:16368-73). Por consiguiente, la
distribuciéon del tamafio del ADN circulante se puede utilizar para determinar si existen anomalias cromosémicas
asociadas al cancer.

El anélisis del tamafio puede utilizar varios pardmetros, como se menciona en el presente documento y en la patente
de EE. UU. n.° 8.620.593. Por ejemplo, pueden utilizarse los valores Q o F anteriores. Estos valores de tamafio no
necesitan una normalizacién por recuentos de otras regiones, ya que estos valores no aumentan con el nimero de
lecturas. 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. En algunas
implementaciones, el analisis de tamafio utiliza s6lo moléculas de ADN.

A. Método

La figura 9 es un diagrama que ilustra un método 900 para analizar una muestra biolégica de un organismo de acuerdo
con realizaciones de la presente divulgacién, pero que no forman parte de la invencién reivindicada. La muestra
biolégica puede incluir moléculas de é&cido nucleico originarias de células normales y potencialmente de células
asociadas con el cancer. Al menos parte de las moléculas de acido nucleico puede ser extracelular en la muestra
biolégica. En un aspecto, el método 900 puede estar dirigido a determinar una clasificacién de un desequilibrio de
secuencia en funcién de un valor de separacién (por ejemplo, una diferencia o relacién) para el tamafio de los
fragmentos de un primer cromosoma y el tamafio de los fragmentos de uno 0 més cromosomas de referencia.

En la etapa 910, para cada una de una pluralidad de moléculas de &cido nucleico en la muestra bioldgica, se puede
medir el tamafio de la molécula de acido nucleico. La obtencién del tamafio de una molécula de acido nucleico se
describe en la publicacion de patente de EE. UU. n.° 2013/0237431 titulada "Size-Based Analysis of Fetal DNA
Fraction in Maternal Plasma" de Lo et al. presentada el 7 de marzo de 2013.

En la etapa 920, se puede identificar una ubicacién de la molécula de acido nucleico en un genoma de referencia del
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organismo. La ubicacién puede ser cualquier parte de un genoma, como se describe para la etapa 120 y en otros
lugares. Por ejemplo, se identifica de qué cromosoma procede cada una de la pluralidad de moléculas de é&cido
nucleico. Esta determinacidn se puede realizar mediante la cartografia de un genoma de referencia.

En la etapa 930, para cada una de la pluralidad de regiones cromosémicas, se puede identificar un grupo respectivo
de moléculas de &cido nucleico como perteneciente a una primera regién cromosémica basandose en las ubicaciones
identificadas. La primera regién cromosémica puede incluir una pluralidad de primeros loci.

En la etapa 940, un sistema informético puede calcular un primer valor estadistico de una distribucién de tamafio del
primer grupo de moléculas de &cido nucleico. En unas realizaciones, el primer valor estadistico puede determinarse
mediante el calculo de un érea bajo una primera curva de un tamafio especifico. La primera curva puede ser un grafico
de una frecuencia acumulada de moléculas de acido nucleico para la primera regién cromosémica en un intervalo de
tamafios. En una realizacidn, el primer valor estadistico puede ser un promedio, media, mediana o moda de la
distribucién del tamafio de los fragmentos correspondientes al primer cromosoma. En otra realizacion, el primer valor
estadistico puede incluir una suma de la longitud de los fragmentos por debajo de un primer tamafio, que puede ser
un tipo de valor de corte. Por ejemplo, cada uno de los fragmentos que sean menores de 200 pb pueden tener sus
longitudes sumadas. La suma se puede dividir por otro nimero, tal como una suma de las longitudes de todos los
fragmentos correspondientes al primer cromosoma 0 una suma de las longitudes de los fragmentos mayores que un
segundo valor de corte de tamafio (que puede ser el mismo que el primer tamafio). Por ejemplo, el primer valor
estadistico puede ser una relacidén de la longitud total de los fragmentos por debajo de un primer valor de corte de
tamafio en relaciéon con la longitud total de los fragmentos, o una relacién de la longitud total de los fragmentos
pequefios en relacién con la longitud total de los fragmentos grandes.

En la etapa 950, el primer valor estadistico puede compararse con un primer valor de referencia para determinar una
clasificacién de si la primera regién cromosémica presenta una anomalia. En unas realizaciones, el primer valor de
referencia puede ser un valor estadistico de una distribucién de tamafio de un segundo grupo de moléculas de acido
nucleico de una segunda regién cromosdmica. La segunda regién cromosémica puede considerarse una region
cromosdmica de referencia. El primer valor de referencia puede determinarse mediante el célculo de un area bajo una
segunda curva del tamafio especifico. La segunda curva puede ser un gréafico de la frecuencia acumulada de moléculas
de acido nucleico para la segunda regién cromosémica en el intervalo de tamafios. En una realizacién, el primer valor
de referencia puede ser un valor estadistico para una pluralidad de cromosomas de referencia. En una
implementacién, los valores estadisticos se pueden combinar de tal manera que el valor estadistico pueda ser de uno
0 més segundos cromosomas. En otra realizacion, los valores estadisticos de la pluralidad de cromosomas de
referencia pueden compararse individualmente. La comparacién puede determinar una clasificaciéon de si la primera
regiéon cromosoémica presenta una eliminacién o una amplificacion.

El primer valor estadistico y el primer valor de referencia pueden compararse para obtener un valor de separacién. En
una realizacién, el valor de separacién puede ser una diferencia entre el primer valor estadistico y el primer valor de
referencia determinado. En otra realizacién, el valor de separacién puede ser una relacién entre el primer valor
estadistico y el primer valor de referencia. En otra realizacién mas, se pueden determinar varios valores de separacién,
por ejemplo, uno para cada valor de referencia, que se puede calcular para cada cromosoma de referencia.

El valor de separacidén puede ser una diferencia en la proporcién de fragmentos cortos de ADN entre la primera regiéon
cromosodmica y la regién cromosémica de referencia utilizando la siguiente ecuacién:

AF = P(< 150 pb)pryepa — P(< 150 pb),.

donde P(£150 pb)urueva indica la proporcidn de fragmentos secuenciados originados en la primera regién cromosémica
con tamafios <150 pb y P(£150 pb)rr indica la proporcién de fragmentos secuenciados originados en la regidn
cromosodmica de referencia con tamafios <150 pb. En otras realizaciones, se pueden utilizar otros umbrales de tamafio,
por ejemplo, pero sin limitacién, 100 pb, 110 pb, 120 pb, 130 pb, 140 pb, 160 pb y 166 pb. En otras realizaciones, los
umbrales de tamafio pueden expresarse en bases, nucledtidos u otras unidades. En algunas implementaciones, la
regiéon cromosdmica de referencia se puede definir como todas las regiones subcromosédmicas excluida la primera
regiéon cromosdmica. En otras implementaciones, la regién de referencia puede ser solo una parte de las regiones
subcromosdémicas excluida la primera regién cromosémica.

Los mismos grupos de controles utilizados en el analisis basado en recuento se pueden utilizar en el analisis basado
en tamafio. Se puede calcular una puntuacién z basada en el tamafio de la regién analizada utilizando los valores de
media y desviacién tipica de AF de los controles:

AFpyestra—media AF conirop
DT AFcontrot

Puntuacién z basada en tamafio =

El valor de separacién puede compararse con uno o mas valores de corte. En una realizacién, la comparacién se
puede realizar para cada uno de una pluralidad de valores de separacién. Por ejemplo, se puede determinar un valor
de separacidn diferente entre el primer valor estadistico y cada valor de referencia. En diversas implementaciones,
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cada valor de separacién se puede comparar con el mismo valor de corte o con valores de corte diferentes. En otra
realizacion, se compara un valor de separacién con dos valores de corte para determinar si el valor de separacién esta
dentro de un intervalo particular. El intervalo puede incluir un valor de corte para determinar si ocurre una funcién de
datos no normal (por ejemplo, una anomalia) y se podria usar un segundo valor de corte para determinar si es probable
que la funcién de datos esté provocada por un error en la medicién o el analisis (por ejemplo, si el valor de separacion
es mayor de lo que se esperaria, incluso para una muestra enferma).

Se determina una clasificacién para determinar si existe un desequilibrio de secuencia (por ejemplo, una anomalia)
para la primera ubicacién gendémica en funcién de la comparacién. En una realizacién, se pueden utilizar varios valores
de corte (por ejemplo, N valores de corte) para un Unico valor de separaciéon. En dicha realizacién, se pueden
determinar N+1 clasificaciones. Por ejemplo, se pueden utilizar dos valores de corte para determinar la clasificacién
de si la regién cromosémica es normal o sana, indeterminada o aberrante (por ejemplo, amplificacién o eliminacién).
En ofra realizacién en la que se realizan varias comparaciones (por ejemplo, una para cada valor de separacién), la
clasificacién puede basarse en cada una de las comparaciones. Por ejemplo, un método basado en reglas puede
analizar las clasificaciones resultantes de cada una de las comparaciones. En una implementacion, una clasificacién
definitiva s6lo se proporciona cuando todas las clasificaciones son coherentes. En otra implementacién, se utiliza la
clasificacién mayoritaria. En aln otra implementacién, se puede utilizar una férmula mas complicada en funcién de
qué tan cerca esté cada uno de los valores de separacién de un valor de corte respectivo, y estos valores de cercania
se pueden analizar para determinar una clasificacién. Por ejemplo, los valores de cercania podrian sumarse (junto con
otros factores, tal como una normalizacién) y el resultado podria compararse con otro valor de corte. En otras
realizaciones, también se pueden aplicar variaciones del método 900 a una comparacion directa de un valor estadistico
para el primer cromosoma con un valor de corte, que puede proceder de una muestra de referencia.

B. Correlacién del tamafio con el cancer

Para analisis adicionales, se exploré por separado moléculas de ADN plasmético de tres grupos de tamafios
diferentes, en concreto, aquellos menores de 150 pb, aquellos entre 150 y 180 pb, y aquellos por encima de 180 pb.
Existe una correlacidén positiva (r de Pearson = 0,6; (valor de p <0,001) entre la proporcién de fragmentos de ADN
menores de 150 pb y la fraccién de ADN tumoral en plasma (Figura 10A). La fraccién de ADN tumoral en las figuras
10A, 10B y 10C se muestran en escala logaritmica. No se observé correlacién (r = -0,07; valor de p = 0,95) entre la
proporcién de fragmentos de ADN con tamafios entre 150 y 180 pb y la fraccién de ADN tumoral en plasma (Figura
10B). Se observé una correlacién negativa (r = -0,41; valor de p<-0,001) entre la proporcién de ADN de més de 180 pb
y la fraccién de ADN tumoral en plasma (Figura 10C).

Es mas probable que se produzca una fraccién menor de ADN tumoral en las primeras etapas del cancer, y es més
probable que se produzca una fraccién mayor de ADN tumoral en las etapas posteriores del céncer. Por tanto, la
existencia de un tamafio promedio mayor (u otro valor estadistico) que el normal para los fragmentos de ADN puede
indicar un céncer en etapa temprana, y la existencia de un tamafio promedio menor que el normal para los fragmentos
de ADN indica un cancer en etapa posterior.

En otras realizaciones, se puede medir la fraccién de ADN tumoral. Cuando la fraccién de ADN tumoral esta por debajo
de un cierto umbral, se puede realizar un anélisis de tamafio para determinar si un valor estadistico de una distribucién
de tamafio es mayor que un umbral (es decir, probar si los fragmentos de ADN son largos). Cuando la fraccién de
ADN del tumor esta por encima de un cierto umbral, se puede realizar un analisis de tamafio para determinar si un
valor estadistico de una distribucién de tamafio es menor que un umbral (es decir, probar si los fragmentos de ADN
son cortos).

Los métodos de analisis de tamafio y los datos relativos a la relaciéon del tamafio con el cancer se analizan en la
publicacién de patente de EE. UU. n.°2013/0040824 titulada "Detection of Genetic or Molecular Aberrations
Associated with Cancer” de Lo et al. presentada el 30 de noviembre de 2011.

V. CONFIRMACION DE LA ANOMALIA ANC CON ANALISIS DE TAMANO

Se utilizé secuenciacién masiva en paralelo para estudiar los perfiles de tamafio de muestras de ADN plasmético con
una resolucién de base Unica y a nivel de todo el genoma. Se utilizé CAZA para identificar ADN plasmético procedente
de tumores para estudiar sus perfiles de tamafio especificos.

En este estudio, se utilizé el enfoque CAZA para identificar brazos cromosémicos que mostraban anomalias
cuantitativas del ADN plasmatico que sugieren la presencia de ANC asociadas a tumores. Después de identificar los
brazos cromosdmicos con amplificaciones o eliminaciones, se pone el foco en estas regiones como estrategia para
comparar el ADN plasmético procedente de tumores (enriquecido en las regiones amplificadas) y el no procedente de
tumores (enriquecido en las regiones eliminadas). Se cree que este enfoque puede proporcionar un medio mas sélido
para identificar ADN tumoral por el analisis de perfiles de tamafio que el basado en la deteccién de mutaciones
asociadas al cancer. Para esta Ultima, en promedio, se ha informado que existen del orden de miles de mutaciones
puntuales en los genomas del cancer (29-32, 39). Para CAZA, por otra parte, seria (til cualquiera de la innumerables
moléculas de ADN plasmético procedentes de las regiones gendmicas que presentan ANC, cuyo total asciende a
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decenas de megabases.
A. Analisis combinado

En la figura 11 se muestra una ilustracién esquematica del principio del analisis del tamafio del ADN plasmatico en
pacientes con cancer. En la figura 11 se muestran las etapas 1110 a 2150. La etapa 1110 muestra las células de los
tejidos en plasma. Las células tumorales pueden incluir amplificaciones y/o eliminaciones en varias regiones, como se
ha descrito anteriormente. El ejemplo muestra una regién amplificada en un cromosoma particular y otra regién
eliminada.

En la fase 1120, el plasma se muestra con contribuciones de varias regiones. En la muestra de plasma se muestran
fragmentos de ADN. En pacientes con cancer, el ADN plasmético procede tanto de células tumorales (moléculas rojas)
como de células no tumorales (moléculas azules). Las regiones genémicas que se amplifican en el tejido tumoral
aportarian mas ADN tumoral al plasma. Las regiones gendmicas eliminadas en el tejido tumoral aportarian menos
ADN al plasma.

En la fase 1130, se realiza la secuenciacién de extremos emparejados. La secuenciaciéon de extremos emparejados
se puede utilizar para determinar el tamafio de los fragmentos de ADN en la muestra de plasma.

En la fase 1140, se utiliza un analisis basado en recuentos para identificar regiones anémalas. En el ejemplo mostrado,
se utilizd un analisis CAZA para determinar si un brazo cromosémico esté sobrerrepresentado o infrarrepresentado en
el ADN plasmatico, sugestivo de la presencia de amplificacién o eliminacién del brazo cromosémico en el tumor. Una
puntuacién z positiva grande puede indicar la presencia de una amplificacién del brazo cromosémico, mientras que
una puntuacioén z negativa grande puede indicar la presencia de una eliminacién del brazo cromosdémico. Se pueden
utilizar otros tamafios de regiones ademas de los brazos.

En la fase 1150, se puede analizar la distribucién del tamafio de una regién de prueba. Como se ha explicado
anteriormente, los fragmentos de ADN tumoral son mas cortos que los fragmentos de ADN de las células sanas. Se
pueden analizar los fragmentos de ADN de una regién anémala para confirmar que el analisis de tamafio también
muestra la misma anomalia. En el ejemplo mostrado, se compara una distribucion de tamafio de una regién que
presenta una amplificacién con una distribucién de tamafio de una regién que presenta una eliminacién. Por tanto, en
algunas realizaciones, se pueden comparar los perfiles de tamafio de las moléculas de ADN plasmético que se originan
en brazos cromosémicos que estan infrarrepresentados (enriquecidos con ADN no tumoral) y sobrerrepresentados
(enriquecidos con ADN procedente de tumores), como se describe con mayor detalle a continuacion.

B. Diferencia de tamafio entre dos regiones

Para comparar los perfiles de tamafio del ADN plasmatico procedente de tejidos tumorales y no tumorales, se
analizaron los fragmentos de ADN plasmatico de los brazos cromosémicos con ANC. En funcidén de estudios previos
(34-36) asi como los hallazgos en este estudio, las ANC tipicas asociadas con el CHC incluyen eliminaciones de 1p y
8p y amplificaciones de 1q y 8q. Para ilustrar el principio se utiliza un caso de CHC (H291) con el 53 % de ADN
procedente del tumor en el plasma. Este caso mostré eliminacién de 8p y amplificaciéon de 8q en plasma. Por tanto, el
tumor liberaria mas ADN plasmético de la regién amplificada de 8q que de la regién eliminada de 8p. Como resultado,
8q estaria relativamente enriquecido con ADN procedente de tumores y 8p estaria relativamente desprovisto de ADN
tumoral (o en otras palabras, relativamente enriquecido con ADN no tumoral) en comparacién con regiones sin ANC.
Los perfiles de tamafio del ADN plasmatico para 8p y 8q se muestran en la figura 12A. El perfil de tamafio para 8q
estaba en el lado izquierdo del de 8p, lo que indica que la distribucién del tamafio del ADN plasmético para 8q era méas
corta que para 8p. Debido a que 8q esté enriquecido con ADN tumoral, los datos sugieren que el ADN liberado por el
tumor tiende a ser mas corto que el ADN que no se origina en el tumor.

Para cuantificar el grado de acortamiento, se construyeron graficos de frecuencia acumulativa (Figura 12B) para los
perfiles de tamafio de 8p y 8q para cada muestra de plasma. Estos graficos muestran la acumulacién progresiva de
moléculas de ADN, de tamafios cortos a largos, como proporcién de todas las moléculas de ADN plasmatico en la
muestra. La diferencia entre las dos curvas AS (Figura 12C) se calculd entonces como

AS =5 =8,

donde AS representa la diferencia en las frecuencias acumuladas entre 8p y 8q en un tamafio particular, y Ssy y Ssy
representan las proporciones de fragmentos de ADN plasmético menores de un tamafio particular en 8p y 8q,
respectivamente. Un valor positivo de AS para un tamafio particular indica una mayor abundancia de ADN mas corto
que ese tamafio particular en 8q en comparacién con 8p. Con este método, se analiza los valores de AS de 50 pb a
250 pb para todos los casos de CHC que mostraron ANC en 8p y 8g en plasma. La diferencia en las frecuencias
acumuladas, AS, entre 8q y 8p para el caso de CHC H291 se representa como una linea roja en la figura 12C. En
comparacion con los controles sanos (lineas grises), todos estos casos de CHC mostraron una mayor abundancia de
ADN plasmatico de menos de 200 pb procedente de 8q (enriquecido con ADN tumoral) que de 8p (enriquecido con
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ADN no tumoral) (Figura 13A). En la figura 13A se muestra un grafico de AS frente al tamafio de todos los casos de
CHC con diferentes ANC en 8p y 8q en plasma. Los casos con diferentes intervalos de concentraciones fraccionarias
de ADN tumoral en plasma se muestran en diferentes colores. A medida que aumenta la concentracién fraccionaria
de ADN tumoral, la AS aumenta, lo que indica una mayor abundancia de fragmentos de ADN mas cortos. Estos datos
respaldan ademas que el ADN procedente de tumores era més corto que el ADN no procedente de tumores.

El valor de AS alcanzé un méaximo a 166 pb, lo que sugiere que la diferencia clave entre el ADN plasmético procedente
de tejidos tumorales y no tumorales es la abundancia relativa de ADN <166 pb y 2166 pb. Se indica este valor como
AS1e6. La AS166 s mostré en un gréfico para todos los sujetos de este estudio, incluidos los portadores del VHB y los
pacientes con cirrosis hepatica (Figura 13B). Para el grupo de CHC, los pacientes con y sin diferentes ANC en 8p y
8q segln lo determinado por el analisis CAZA plasmatico estan representados por puntos rojos y negros,
respectivamente. Para casi todos los sujetos sin CHC, los valores de AS+ss fueron cercanos a 0, lo que indica que las
distribuciones de tamafio del ADN de 8p y 8q eran similares. La AS1ss (0 el valor en algun otro tamafio especificado)
se puede comparar con un umbral, y si la diferencia excede el umbral, entonces al menos una de las regiones puede
identificarse como que presenta una anomalia. Si se sabe que una regidén no tiene una anomalia (por ejemplo, a partir
del analisis de ANC), entonces la otra regidén se identificaria como que presenta una anomalia cuando la diferencia
excede un umbral. En dicha realizacién, el signo de la diferencia puede indicar el tipo de anomalia. Por ejemplo,
cuando la primera region tiene una amplificacién y la segunda regién no, entonces la diferencia seria un nimero
positivo. Cuando la primera regién tiene una eliminacién y la segunda regién no, entonces la diferencia seria un nimero
negativo. Si se determina una anomalia, entonces ambas regiones se pueden identificar como potencialmente
portadoras de una anomalia, con el signo indicando el tipo de anomalia que puede tener cada regién. Si la diferencia
es suficientemente grande, puede indicar que una regién tiene una amplificacién y la otra regién tiene una eliminacién
(o la cantidad de amplificacién es diferente), ya que entonces la diferencia seria mayor en una regién amplificada en
comparacion con una regién normal. El anélisis del nimero de copias puede proporcionar una clasificacién inicial para
las regiones, para que se pueda elegir un umbral adecuado.

También se realizé un anélisis de tamafio basado en los perfiles de tamafio del ADN plasmatico de 1p y 1q (Figuras
14 y 15) y mostré la misma tendencia. En la figura 15, para el grupo de CHC, los pacientes con y sin diferentes ANC
en 1p y 19 segln lo determinado por el analisis CAZA plasmatico estan representados por puntos rojos y negros,
respectivamente. Este analisis de tamafio se puede realizar utilizando una regién amplificada en una regién normal, o
una regién normal y una regién eliminada.

En otra realizacién, se puede comparar una distribucién de tamafio para una regién amplificada o eliminada con una
distribuciéon de tamafio de uno o mas sujetos de referencia que se sabe que tienen cancer o que estan sanos. La
distribucién de tamafio se puede representar mediante un valor, por ejemplo, un valor estadistico, tal como un tamafio
medio o mediano.

Por consiguiente, la anomalia de una regién cromosémica se puede utilizar para seleccionar regiones particulares
para un analisis de tamafio. El anélisis del tamafio de las regiones seleccionadas se puede utilizar entonces para
determinar una clasificacién de un nivel de cancer. La combinacién del uso de ANC y el andlisis del tamafio puede
proporcionar una mayor precisién. El analisis de ANC puede ocasionalmente producir falsos positivos, es decir,
pacientes que no tienen cancer, pero que tienen regiones con anomalia en el nimero de copias. Por tanto, un paciente
que se identifica como portador de cancer debido a una cantidad suficiente de regiones que presentan anomalia puede
luego confirmarse mediante un anélisis de tamafio. En una realizacion, las regiones seleccionadas son las que tienen
amplificacién.

Este estudio fue disefiado con la intencién de explorar el perfil de tamafio del ADN plasmatico de pacientes con CHC
de una manera integral y de alta resolucién que pueda arrojar luz sobre los mecanismos relacionados con la
generacion o liberacion de ADN plasmético por los tejidos tumorales. Otro objetivo del estudio fue resolver algunas de
las aparentes incoherencias que existian en la bibliografia respecto a los perfiles de tamafio del ADN plasmatico
asociados al cancer. Unos estudios han informado la presencia de ADN mas largo en el plasma de pacientes con
cancer (20-23) mientras que otros informaron una mayor prevalencia de mutaciones de ADN asociadas al cancer entre
las moléculas de ADN plasmatico mas cortas (12, 25). Para lograr estos objetivos de estudio, se adopté un enfoque
de dos etapas. En primer lugar, se midieron las longitudes de todas las moléculas de ADN en muestras de plasma de
los sujetos reclutados mediante el uso de secuenciacién masiva en paralelo de extremos pareados. Este enfoque
permite determinar la longitud de moléculas individuales de ADN plasmatico hasta una resolucién de una sola base.
Ademas, se podrian analizar las moléculas de ADN plasmatico en todo el genoma y se podrian determinar las
cantidades relativas entre ADN de diferentes tamafios con alta precisiéon. Por lo tanto, se podria obtener un estudio
amplio y profundo del perfil de tamafio del ADN plasmético. En segundo lugar, se aprovechd la diferencia relativa en
el contenido de ADN tumoral en el ADN plasmatico originado en ubicaciones genémicas que estaban asociadas con
amplificaciones o eliminaciones, la estrategia CAZA, como un medio para identificar ADN plasmético procedente de
tumores para un analisis detallado.

Este estudio proporciona una serie de conocimientos sobre los mecanismos bioldgicos que podrian estar implicados

en la liberacién de ADN plasmatico. EI ADN plasméatico de todos los sujetos reclutados, incluidos los portadores del
VHB, los pacientes con cirrosis hepética o CHC, presentd un pico prominente a 166 pb (Figuras 14 y 16). Este patrén
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es analogo a las observaciones en el plasma de mujeres embarazadas y receptores de trasplantes de érganos (26,
27). La presencia del pico caracteristico a 166 pb en el perfil de tamafio del ADN plasméatico de todos los grupos de
pacientes estudiados sugiere que la mayoria de las moléculas de ADN circulantes en el plasma humano, incluida las
de las mujeres embarazadas, los receptores de trasplantes, los pacientes con CHC, cirrosis hepética o VHB crénico,
se asemejan a unidades mononucleosomales y es probable que se originen a partir del proceso de apoptosis.

El estudio del perfil de tamafio de las moléculas de ADN plasmatico que contienen ANC asociadas a tumores indica
que dichas moléculas son mas cortas que aquellas que no llevan dichas caracteristicas (Figura 13). Esto es coherente
con la presente observacién de que con el aumento de las concentraciones fraccionarias de ADN tumoral en el plasma,
el perfil de tamafio del ADN plasmatico se desplazaria hacia la izquierda. Sin embargo, el hecho de que los pacientes
con CHC con bajas concentraciones fraccionarias de ADN tumoral en plasma tuvieran una distribucién de tamafio
aparentemente més larga que los controles sanos sugiere que habia un componente adicional del ADN plasmatico
que no portaba las caracteristicas gendémicas asociadas al tumor. Es posible que este componente provenga de los
tejidos hepéticos no neopléasicos que rodean el tumor. Estas moléculas de ADN largas podrian proceder de la necrosis
en lugar de la apoptosis. Se ha informado que la muerte celular asociada con la necrosis tisular puede generar
fragmentos de ADN mas largos ademas de los fragmentos de ADN oligonucleosémicos tipicos (37, 38). Para futuros
estudios, seria interesante estudiar el perfil de metilacién del ADN de estas moléculas de ADN més largas para ver si
tienen similitudes con el esperado para el higado.

Se demostré que poblaciones de moléculas de ADN andémalo cortas y largas coexistian en el plasma de pacientes
con carcinoma hepatocelular. Las cortas portaban preferentemente las anomalias en el nimero de copias asociadas
al tumor.

Resumiendo, se hizo el perfil de la distribucion del tamafio del ADN plasmatico en pacientes con CHC con resolucion
de un solo nucleétido. Se demostré una diferencia en el tamafio del ADN plasmético procedente de tejidos tumorales
y ho tumorales.

La relacién entre AS y el tamafio del tumor también se analizé. Las muestras de ADN plasmatico de 10 pacientes con
CHC con eliminacién de 8p y amplificacién de 8q en plasma se analizaron utilizando el anélisis de AS. La AS se
determiné ara la diferencia de tamafio entre los fragmentos de ADN plasmatico asignados a 8p y 8qg. Un valor positivo
para AS indica la mayor abundancia de fragmentos de ADN cortos por debajo de 150 pb para 8q en comparacién con
8p. En la figura 30, los valores de AS se representaron graficamente frente a la dimensién mas larga del tumor de los
pacientes con CHC.

Se observd una correlaciéon positiva entre AS y el tamafio del tumor (r= 0,876, correlacién de Pearson). Esta
observacién sugiere que la distribucidén del tamafio de los fragmentos de ADN plasmético de regiones que presentan
diferentes tipos de ANC se puede utilizar para reflejar el tamafio del tumor en pacientes con CHC.

También se analizd la distribucién general del tamafio del ADN plasmatico total de estos 10 pacientes con CHC. Se
determiné el porcentaje de fragmentos de ADN plasmético de menos de 150 pb (P(<150)) para cada caso y se
representé graficamente frente al tamafio del tumor en la figura 31. La proporcion de fragmentos cortos fue
significativamente mayor en pacientes con cancer de mayor tamafio, de mas de 3 cm en la dimensién mas grande. En
una realizacién, la proporcién de fragmentos cortos se puede utilizar para reflejar el tamafio y la gravedad del cancer.
En otras implementaciones, se pueden utilizar otros valores de corte para el tamafio, por ejemplo, pero sin limitacion,
100 pb, 110 pb, 120 pb, 130 pb, 140 pb, 160 pb y 166 pb.

Se puede utilizar una funcién de calibraciéon para proporcionar una relacién entre el tamafio del tumor y un valor
estadistico. La funcién de calibracién puede determinarse a partir de funciones de datos de calibracién de muestras
de referencia de organismos con tumores de tamafio conocido. La funcién de datos de calibracién puede incluir una
medicion del tamafio del tumor y una medicion estadistica correspondiente de los tamafios de las moléculas de &cido
nucleico de una regién cromosdmica. Cuando se obtiene una nueva muestra de un nuevo sujeto, se puede determinar
el valor estadistico y se puede utilizar la funcién de calibraciéon para convertir el valor estadistico en un tamafio de
tumor. Un ejemplo de una funcién de calibracién es un ajuste lineal, similar al ajuste lineal que se muestra en la figura
30. Otros tipos de analisis de regresion, tal como un ajuste de minimos cuadrados, se pueden utilizar para generar la
funcién de calibracién.

La funcién de calibracién se puede definir de diversas maneras, por ejemplo, como una pluralidad de coeficientes de
una funcién especificada, tal como una funcién lineal o no lineal. Otras realizaciones pueden almacenar una pluralidad
de funciones de datos de calibracién (por ejemplo, funciones de datos de la funcién de calibracién) de modo que se
pueda generar la funcién de calibracién. Ademés, se puede realizar una centrifugacién entre dichas funciones de datos
de calibracién para obtener la funcién de calibracién. La funcién de calibracién puede almacenarse y recuperarse
desde la memoria del ordenador.

C. Método

La figura 16 es un diagrama que ilustra un método 1600 para realizar CAZA y anélisis de tamafio para analizar una
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muestra biolégica de un organismo de acuerdo con realizaciones de la presente invencion.

En la etapa 1605, se pueden identificar una pluralidad de regiones cromosémicas de un organismo. Cada regidon
cromosdmica puede incluir una pluralidad de loci. Se puede seleccionar una de la pluralidad de regiones cromosémicas
como primera regién cromosémica. La identificacién de la pluralidad de regiones cromosdmicas puede ser similar a la
etapa 610 de la figura 6.

En la etapa 1610, se puede identificar una localizacién de una molécula de &cido nucleico en un genoma de referencia
del organismo para cada una de una pluralidad de moléculas de &cido nucleico. La identificacién de la ubicacién de la
molécula de acido nucleico se puede realizar de manera similar a la etapa 620 de la figura 6.

En la etapa 1615, se puede medir el tamafio de una molécula de acido nucleico para cada una de la pluralidad de
moléculas de acido nucleico en la muestra biolégica. El tamafio de la molécula de acido nucleico se puede medir de
manera similar a la etapa 910 de la figura 9.

En la etapa 1620, se puede identificar un grupo respectivo de moléculas de é&cido nucleico, en funcién de las
ubicaciones identificadas, como que es de una regién cromosdmica para cada regién cromosdémica de la pluralidad
de regiones cromosémicas. El grupo respectivo puede incluir al menos una molécula de acido nucleico ubicada en
cada uno de la pluralidad de loci de la regién cromosémica. La identificacién del respectivo grupo de moléculas de
acido nucleico puede ser similar a la etapa 120 de la figura 1.

En la etapa 1625, un sistema informatico puede calcular una cantidad respectiva del respectivo grupo de moléculas
de &cido nucleico. El célculo de la cantidad respectiva puede ser similar al calculo de la etapa 130 de la figura 1.

En la etapa 1630, la cantidad respectiva puede compararse con un valor de referencia de recuento para determinar
una clasificacién de recuento de si la regién cromosdmica exhibe una amplificacion. Basandose en la comparacion, la
primera regién cromosémica puede identificarse como potencialmente que presenta una anomalia. Las etapas 1620
a 1630 se pueden realizar de manera similar a las etapas 120 a 140 de la figura 1 o las etapas 630 a 650 de la figura
6.

En la etapa 1640, un primer grupo de moléculas de &cido nucleico puede identificarse como de la primera regién
cromosémica.

En la etapa 1645, un sistema informatico puede calcular un primer valor estadistico de una primera distribucién de
tamafio del primer grupo de moléculas de acido nucleico. El primer valor estadistico puede determinarse mediante el
céalculo de un area bajo una primera curva de un tamafio especifico. La primera curva puede ser un gréafico de
frecuencia acumulada de moléculas de acido nucleico para la primera regién cromosémica en un intervalo de tamafios.
El célculo del primer valor estadistico en la etapa 1645 puede ser similar al célculo del primer valor estadistico en la
etapa 940 de la figura 9.

En la etapa 1650, el primer valor estadistico puede compararse con un valor de referencia de tamafio para determinar
una clasificaciéon de tamafio de si la primera regién cromosémica presenta una anomalia. El valor de referencia de
tamafio se puede determinar mediante el calculo de un area bajo una segunda curva en el tamafio especificado. La
segunda curva puede ser un grafico de la frecuencia acumulada de moléculas de acido nucleico para la segunda
regién cromosdmica en el intervalo de tamafios. La comparacién puede basarse en una diferencia entre las dos curvas.
En algunas realizaciones, comparar el primer valor estadistico con el valor de referencia de tamafio puede ser similar
a la etapa 950 de la figura 9.

En la etapa 1655, se puede determinar una clasificacién final de si la primera regién cromosémica presenta una
anomalia. Por ejemplo, se puede utilizar al menos una de las clasificaciones de tamafio y de recuento para determinar
si existe anomalia para la primera regién cromosémica. En algunas realizaciones, la clasificacién final puede ser que
la primera anomalia exista s6lo cuando la clasificacién de recuento y la clasificacién de tamafio indiquen la misma
anomalia. Por tanto, la comparacién del primer valor estadistico con el valor de referencia de tamafio puede confirmar
si la primera regiéon cromosdmica presenta una anomalia. En algunas realizaciones, se puede determinar un conjunto
de clasificaciones de tamafio para un conjunto de regiones cromosémicas identificadas como anémalas segln las
clasificaciones de recuento correspondientes. En funcién del conjunto de clasificaciones de tamafio, cada una de las
regiones cromosomicas puede confirmarse como anémala o no anémala.

En algunas realizaciones, la clasificacién final de si la primera regién cromosémica presenta una anomalia puede
basarse en multiples valores de referencia de recuento y multiples valores de referencia de tamafio. Cada uno de los
valores de referencia de recuento puede corresponder a una clasificacion de recuento diferente (por ejemplo, una
discriminacién entre un par Unico de clasificacién de recuento, tal como entre el nivel 1y el nivel 2, o entre el nivel 2y
el nivel 3). De forma similar, cada uno de los valores de referencia de tamafio puede corresponder a una clasificacién
de tamafio diferente. La clasificacién final se puede determinar a partir de la combinacién particular de clasificacién de
tamafio y clasificaciéon de recuento.
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La clasificacién de tamafio puede incluir multiples clasificaciones dependiendo de un valor estadistico de la distribucion
de tamafio. Por ejemplo, una gran diferencia entre el valor estadistico y un valor de referencia de tamafio puede dar
lugar a una clasificaciéon de tamafio correspondiente a una probabilidad elevada de anomalia, mientras una diferencia
pequefia entre el valor estadistico y el valor de referencia de tamafio puede dar lugar a una clasificacién de tamafio
correspondiente a una probabilidad baja de anomalia. De forma similar, la clasificacién de recuento puede incluir
multiples clasificaciones dependiendo de la cantidad de un grupo de moléculas de acido nucleico. Por ejemplo, una
gran diferencia entre la cantidad de un grupo de moléculas de acido nucleico en comparacién con un valor de
referencia de recuento puede dar como resultado una clasificacién de recuento correspondiente a una probabilidad
elevada de anomalia, mientras que una diferencia pequefia puede dar lugar a una clasificacion de recuento
correspondiente a una probabilidad baja de anomalia.

Por consiguiente, la clasificacién final puede basarse en diferentes umbrales para diferentes clasificaciones de tamafio
y clasificaciones de recuento. A modo de ejemplo, una clasificaciéon de tamafio que indica una probabilidad elevada
de una anomalia puede dar como resultado una clasificacién final que indica una anomalia dada una clasificacién de
recuento que indica una cierta probabilidad, posiblemente baja, de una anomalia. A medida que aumenta la
probabilidad de una anomalia, como lo indica una de la clasificacién de tamafio o la clasificacién de recuento, entonces
se reduce el umbral de probabilidad indicado por la otra clasificacién. En algunos casos, una clasificacién puede
mostrar una probabilidad elevada de un primer tipo de anomalia, la otra clasificacién puede mostrar una probabilidad
baja de un segundo tipo de anomalia y la clasificacién final puede indicar que esta presente el primer tipo de anomalia.
En algunos casos, la clasificacion final puede corresponder a una probabilidad o verosimilitud de anomalia.

D. Casos de gjemplo

La especificidad de la deteccién de ANC asociadas al cancer se puede mejorar mediante el analisis del tamafio del
ADN plasmético, como se muestra en los dos casos siguientes. El caso 1 fue un paciente con cirrosis asociada a
hepatitis B y el caso 2 fue un portador crénico de infeccién de hepatitis B. Ninguno de los dos tenia conocimiento de
tener algln cancer en el momento del reclutamiento. Se les habia hecho un seguimiento clinico durante dos afios
desde el reclutamiento y no se detecté cancer. Se recogidé sangre venosa de cada uno de los dos sujetos en el
momento del reclutamiento. Se secuencié el ADN plasmatico. En cada uno de estos dos pacientes se detectaron ANC
que afectaba el cromosoma 1q. Para el caso 1, la puntuacién z para 1p y 1q fueron -2,3 y 15,5, respectivamente. Estos
resultados son coherentes con la interpretacion de la amplificacién de 1q. En el anélisis del tamafio de los fragmentos
de ADN plasmatico, la AS fue -0,019. El valor negativo de AS indica que los fragmentos de ADN cortos fueron menos
abundantes en 1q en comparacién con 1p. Como el andlisis basado en el recuento sugiere que 1q se amplifico, el
resultado del anélisis basado en el tamafio es opuesto a lo que esperabamos para las ANC asociadas al cancer. En
pacientes con cancer, se espera que las regiones con ganancia en el nUmero de copias muestren una distribuciéon de
tamafio general méas corta debido a la presencia de més fragmentos cortos procedentes del cancer en comparacion
con las regiones con amplificacién o regiones sin ninguna ANC. Por consiguiente, el anélisis de tamafio en este caso
no sugiere la presencia de ANC asociadas al cancer en el ADN plasmatico.

Para el caso 2, las puntuaciones z para 1p y 1q fueron 0,4 y -4,4, respectivamente. Estos resultados son compatibles
con la interpretacién de la eliminacién de 1q. En el analisis del tamafio de los fragmentos de ADN plasmatico, la AS
fue 0,044. El valor positivo de AS indica que los fragmentos de ADN cortos fueron mas abundantes en 1q en
comparacion con 1p. Como el analisis basado en el recuento sugiere que se elimind 1q, el resultado del analisis
basado en el tamafio es opuesto a lo que esperdbamos para las ANC asociadas al cancer. En pacientes con cancer,
se espera que las regiones con pérdida en el nimero de copias muestren una distribuciéon de tamafio general méas
largo debido a la presencia de menos fragmentos cortos procedentes del cancer en comparacién con las regiones con
amplificacién o regiones sin ninguna ANC. Por consiguiente, el analisis de tamafio en este caso no sugiere la presencia
de ANC asociadas al cancer en el ADN plasmatico.

VI. DETERMINACION DE ESTADIOS DEL CANCER

Como se ha mencionado anteriormente, el tamafio de los fragmentos de ADN puede indicar el estadio del cancer. Una
etapa posterior del cancer presenta fragmentos méas pequefios para las regiones que presentan amplificacion.

Aparte del interés biol6gico intrinseco, el perfil del tamafio del ADN plasmatico también puede ser Util para el desarrollo
de enfoques de diagnéstico para detectar cambios asociados al cancer en el plasma. Por ejemplo, el enriquecimiento
del ADN tumoral del plasma puede lograrse centrandose en el analisis de fragmentos cortos de ADN. Asimismo, se
observé que la proporcién de moléculas de ADN cortas tenia una relacién positiva con la concentracién fraccionaria
de ADN procedente del tumor en el plasma. Los cambios en los perfiles de tamafio se pueden utilizar para el
seguimiento de los pacientes durante el curso del tratamiento. Ademas, la presencia de la poblacién de moléculas de
ADN largas en el plasma de los pacientes con y sin CHC justifica una mayor investigacién. Cuando se comprenda
mejor la fuente tisular o el proceso patolégico que regula la liberacién de estas moléculas de ADN, la medicién de la
proporcién de ADN largo en el plasma podria ser Util para la evaluacién de dichas enfermedades.

A. Distribucién del tamafio del ADN plasmaético de pacientes con CHC
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Las distribuciones del tamafio del ADN plasmatico de los pacientes con CHC, portadores del VHB, pacientes con
cirrosis y controles sanos se muestran en las figura 18 y 19. En la figura 19, cada individuo esta representado por un
color diferente. En general, el pico mas destacado se observé a 166 pb en el grafico de distribucién de tamafio de
cada sujeto. Esta observacién es coherente con informes previos sobre mujeres embarazadas y receptores de
trasplantes (26-28), lo que sugiere que la mayoria de las moléculas de ADN circulantes proceden de la apoptosis. De
manera interesante, en comparacién con el perfil de distribucién del tamafio medio de 32 controles sanos (linea negra
gruesa en la figura 18), los tamafios del ADN plasmatico en pacientes con CHC con concentraciones fraccionarias
bajas de ADN tumoral fueron més largos. Sin embargo, con concentraciones fraccionarias crecientes de ADN tumoral
en plasma, la distribucién del tamafio del ADN plasmatico se desplazé progresivamente hacia la izquierda (Figura 18).

Como se ha descrito anteriormente, la figura 13A es un gréfico de AS frente al tamafio de todos los casos de CHC con
diferentes ANC en 8p y 8q en plasma. A medida que la concentracidn fraccionaria de ADN tumoral en el plasma
aumenta de menos de un 2 % a mas de un 8 %, la AS aumenta, lo que indica una mayor abundancia de fragmentos
de ADN mas cortos. La concentracion fraccionaria de ADN tumoral en el plasma puede aumentar a medida que
progresa la etapa del cancer. Como resultado, la cantidad de fragmentos de ADN mas cortos puede indicar una etapa
posterior del cancer. En la figura 13B se muestra que ASiss es més elevada para los pacientes con CHC, en
comparacion con sujetos sin CHC, lo que indica que la abundancia relativa de ADN <166 pb y 2166 pb puede utilizarse
para indicar la presencia de cancer. Por consiguiente, la AS1ss también puede indicar la etapa del cancer.

En la figura 20 se muestra un ejemplo de cuando se puede utilizar la proporcién de fragmentos cortos para diferenciar
pacientes con CHC de sujetos de control sanos. Se representd gréficamente la proporcién de fragmentos de ADN
plasmético de menos de 150 pb para 32 sujetos sanos, pacientes con CHC con una fraccién de ADN tumoral inferior
al 2 % en plasma y pacientes con CHC con una fraccién de ADN tumoral superior al 6 % en plasma. En comparacion
con los sujetos de control sanos (marcados como 'CTR'), los pacientes con CHC con una fraccién de ADN tumoral
inferior al 2 % tuvieron una proporcidn significativamente menor de fragmentos de ADN cortos de menos de 150 pb
(p =0,0002, prueba de la t), y aquellos con una fraccién de ADN tumoral mayor al 6 % tuvieron una proporcion
significativamente mayor de fragmentos cortos (p = 0,003, prueba de la t). Los pacientes con CHC con una fraccidon
de ADN tumoral del 2 % al 6 % tienen una proporcién de fragmentos de ADN entre los pacientes con CHC con una
fraccién tumoral inferior al 2 % y los pacientes con CHC con una fraccién tumoral superior al 6 %. De esta manera, los
pacientes con CHC con una fraccién tumoral del 2 % al 6 % pueden tener una distribucién similar a la de los sujetos
de control sanos.

En la figura 21 se muestra una curva de eficacia diagnéstica (ROC) para aplicar P(<150) para diferenciar pacientes
con CHC con una fraccién de ADN tumoral inferior al 2 % de sujetos de control sanos. La fraccién tumoral se determiné
en funcion de la magnitud de la irreprensiblemente de las regiones cromosdémicas que presentaban
infrarrepresentacién en el plasma y que eran compatibles con una pérdida en el nUmero de copias en el tumor. Para
los casos sin infrarrepresentacién significativa de ningiin brazo cromosémico, la magnitud de la sobrerrepresentacion
de las regiones que eran compatibles con la ganancia en el nimero de copias se utilizé para determinar la fraccién
tumoral con el supuesto de una ganancia de copia Unica. La fraccién tumoral se puede determinar con la siguiente
ecuacion:

Fraccién tumoral = —|Pimba_izv7al|
normal 2

donde Pprueva representa la proporcidn de fragmentos asignados al brazo cromosdémico de interés para el caso de
prueba, Pnrormas representa la proporcion media de fragmentos asignados al brazo cromosémico para los controles
sanos y AN representa la magnitud del cambio en el nUmero de copias (por ejemplo, 1 para una duplicacién o una
eliminacién, y nimeros mas elevados para amplificaciones de orden superior). El area bajo la curva (ABC) fue de
0,776 con limites de confianza del 95 % de 0,670 y 0,882. Este resultado indica que el anélisis de tamafio se puede
utilizar para identificar pacientes con CHC con una fraccién tumoral inferior al 2 % en plasma. El analisis de la curva
ROC indica que se pueden seleccionar diferentes umbrales para lograr diferentes sensibilidades y especificidades.

En la figura 22, igual que en la figura 21, se muestra que el analisis de tamafio con P(<150) también puede detectar
pacientes con CHC con una fraccién tumoral superior al 6 % en el plasma. El ABC para diferenciar a estos pacientes
de sujetos sanos fue de 0,893 con limites de confianza del 95 % de 0,761 y 1,000.

En la figura 23 se muestra que la proporcién de fragmentos largos de ADN plasmético se puede utilizar para detectar
CHC, como se muestra en la figura 20 con la proporcién de fragmentos cortos de ADN plasmatico. En este ejemplo,
la proporcién de fragmentos mayores de 180 pb, indicados como P(>180), se representé graficamente para pacientes
con CHC con menos del 2 % y mas del 6 % de fraccién de ADN tumoral en plasma y sujetos de control sanos. Esta
proporcidén fue significativamente mayor en pacientes con CHC con menos del 2 % de fraccién de ADN tumoral
(p <0,00001, prueba de la t).

En la figura 24 se muestra una curva ROC para utilizar P(>180) para diferenciar pacientes con CHC con una fraccién

de ADN tumoral inferior al 2 % de sujetos de control sanos. EI ABC fue de 0,883 con limites de confianza del 95 % de
0,805y 0,961.
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La figura 25 proporciona otro ejemplo de las diferentes distribuciones de tamafio de fragmentos de ADN con diferentes
fracciones de ADN tumoral. En la figura 25 se muestran diagramas de caja del tamafio medio de los fragmentos de
sujetos de control sanos, pacientes con CHC con una fraccién de ADN tumoral inferior al 2 % y pacientes con CHC
con una fraccién de ADN tumoral superior al 6 %. El tamafio medio de los fragmentos de ADN de los pacientes con
CHC con menos del 2 % de fraccién de ADN tumoral fue significativamente mayor (P <0,00001, prueba de la t) que el
de los sujetos de control sanos. En cambio, el tamafio medio de los fragmentos de ADN de los pacientes con CHC
con una fraccién de ADN tumoral superior al 6 % fue significativamente més corto (p = 0,03, prueba de la t). La figura
25 apoya el uso del tamafio del fragmento de ADN como una forma de determinar el estadio del cancer. Un tamafio
medio mas largo se asocia con una fraccién de ADN tumoral mas pequefia, mientras que un tamafio medio més corto
se asocia con una fraccién de ADN tumoral més grande. Si un individuo tiene una fraccion de ADN tumoral mas
pequefia por debajo de un primer valor de corte y un tamafio medio por encima de un umbral de tamafio largo, entonces
se puede confirmar que el cancer esta en etapa temprana. Por otra parte, si un individuo tiene una fraccién de ADN
tumoral mas grande que un segundo valor de corte y un tamafio medio por debajo de un umbral de tamafio corto,
entonces se puede confirmar que el cancer est en etapa avanzada.

Los pacientes con CHC con una fraccion de ADN tumoral del 2 % al 6 % tienen un tamafio medio de fragmentos de
ADN entre los pacientes con CHC con una fraccién tumoral inferior al 2 % y los pacientes con CHC con una fraccién
tumoral superior al 6 %. De esta manera, los pacientes con CHC con una fraccién tumoral del 2 % al 6 % pueden tener
una distribucién similar a la de los sujetos de control sanos en la figura 25. Por lo tanto, si un individuo tiene una
fraccién de ADN tumoral desde el valor de corte inferior hasta el valor de corte superior y un tamafio medio desde un
umbral de tamafio corto hasta un umbral de tamafio largo, entonces se puede confirmar que el cancer esta en etapa
intermedia.

Las figuras 26 y 27 son curvas ROC que muestran que se pueden utilizar umbrales de tamafio diferentes para
diferenciar a los pacientes con CHC de los sujetos de control sanos. La figura 26 es una curva ROC para utilizar el
tamafio medio de los fragmentos para diferenciar entre pacientes con CHC con una fraccién de ADN tumoral inferior
al 2 % y sujetos de control sanos. EI ABC fue de 0,812 con limites de confianza del 95 % de 0,718 y 0,907.

La figura 27 es una curva ROC para utilizar el tamafio medio de los fragmentos para diferenciar entre pacientes con
CHC con una fraccién de ADN tumoral superior al 2 % y sujetos de control sanos. El ABC fue de 0,795 con limites de
confianza del 95 % de 0,627 y 0,963.

Otras caracteristicas estadisticas de la distribucién de tamafio (por ejemplo, mediana, media y percentil) se pueden
utilizar como parédmetro para diferenciar entre pacientes con CHC y sujetos sanos.

Ademés de analizar la distribucién del tamafio de los fragmentos de ADN plasméatico que surgen de todas las regiones
gendémicas, el analisis de tamafio también puede centrarse en fragmentos de ADN que surgen de regiones genémicas
especificas. Una regién genémica especifica puede ser un brazo cromosdmico.

En la figura 28 se muestra un diagrama de caja de la proporcidén de fragmentos cortos de ADN plasmatico de menos
de 150 pb que se alinearon con el cromosoma 1q para pacientes con CHC con una fraccién de ADN tumoral superior
al 6 % y para sujetos de control sanos. La proporcién de fragmentos cortos fue significativamente mayor (p <0,00001,
prueba de la t) en los pacientes con CHC.

La figura 29 es una curva ROC para utilizar la proporcion de fragmentos cortos de ADN plasmatico de menos de
150 pb para diferenciar entre pacientes con CHC con una fraccién de ADN tumoral superior al 6 % y sujetos de control
sanos. EI ABC fue de 0,915 con un intervalo de confianza del 95 % de 0,808 a 1,000.

B. Método

La figura 17 es un diagrama que ilustra un método 1700 para analizar una muestra biolégica de un organismo de
acuerdo con realizaciones de la presente divulgacion, pero que no forman parte de la invencion reivindicada. La
muestra biolégica puede incluir moléculas de acido nucleico originarias de células normales y de células asociadas
con el cancer. Al menos algunas de las moléculas de &cido nucleico son extracelulares en la muestra biolégica.

En la etapa 1710, para cada una de una pluralidad de las moléculas de acido nucleico en la muestra biol6gica, se
mide el tamafio de la molécula de acido nucleico. El tamafio de la molécula de acido nucleico se puede medir de
manera similar a la etapa 910 de la figura 9.

En la etapa 1720, se identifica la ubicacidn de la molécula de 4cido nucleico en un genoma de referencia del organismo.
La identificacién de la ubicacién de la molécula de acido nucleico se puede realizar de manera similar a la etapa 620
de la figura 6.

En la etapa 1730, se identifica un primer grupo de moléculas de acido nucleico como perteneciente a una primera
regién cromosdémica basandose en las ubicaciones identificadas. La primera regién cromosémica puede incluir una

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 989 622 T3

pluralidad de primeros loci. La identificacion del respectivo grupo de moléculas de &cido nucleico puede ser similar a
la etapa 120 de la figura 1.

En la etapa 1740, un sistema informatico puede calcular un primer valor estadistico de una distribucién de tamafio del
primer grupo de moléculas de acido nucleico. El célculo de la cantidad respectiva puede ser similar al célculo de la
etapa 130 de la figura 1.

En la etapa 1750, se puede medir una fraccién de moléculas de acido nucleico originarias de células asociadas con el
cancer. La fraccién se puede calcular de acuerdo con los métodos descritos en la publicaciéon de patente de EE. UU.
n.° 2013/0040824 titulada "Detection of Genetic or Molecular Aberrations Associated with Cancer" de Lo et al.
presentada el 30 de noviembre de 2011. La fraccién de moléculas de &cido nucleico tumoral corresponde a una
proporcién de las moléculas de acido nucleico en la muestra que provienen del tumor o tumores. La fraccién/proporcion
puede expresarse como cualquier porcentaje o valor decimal.

Los siguientes ejemplos son métodos para la medicién de la fracciéon de acidos nucleicos tumorales, pero se pueden
utilizar otros métodos. La fraccidén de acidos nucleicos tumorales se puede determinar en funcién de la magnitud de la
infrarrepresentacion (o sobrerrepresentacién) en el plasma para las regiones que presentan una infrarrepresentacion
significativa que es compatible con la pérdida en el nimero de copias (o0 ganancia en el nimero de copias) en los
tejidos tumorales. Otro ejemplo es determinar el grado de desequilibrio alélico en dos cromosomas homoélogos para
regiones afectadas por anomalias en el nimero de copias, por ejemplo, regiones con pérdida de una copia de los dos
cromosomas homoblogos. Otro ejemplo es determinar la concentracién fraccionaria de una mutacién asociada al
cancer, incluida la mutacién de un solo nucleétido, eliminacién de nucledtido(s) y translocacién. La fraccién tumoral se
puede determinar mediante los métodos descritos en la figura 21 anterior.

En la etapa 1760, se puede seleccionar un primer valor de referencia basado en la fraccién medida. En un ejemplo, la
seleccién del primer valor de referencia puede incluir la seleccién de un umbral de tamafio cuando la fraccién medida
esta por debajo de un valor de corte. En otro ejemplo, la seleccién del primer valor de referencia puede incluir la
seleccién de un umbral de tamafio cuando la fraccidn medida estéd por encima de un valor de corte. En estos ejemplos,
los valores de corte y los umbrales de tamafio pueden diferir y pueden depender del valor de la fraccion medida.

En la etapa 1770, el primer valor estadistico puede compararse con un primer valor de referencia para determinar un
estadio de cancer de la muestra biol6gica. El primer valor estadistico puede ser cualquier valor estadistico descrito en
el presente documento.

La existencia de cancer se puede confirmar mediante el analisis de tamafio junto con la fraccién medida de moléculas
de acido nucleico que se originan de células asociadas con el cancer. Por ejemplo, cuando la fraccidén medida esta
por debajo de un valor de corte inferior, se puede confirmar si la distribucién de tamafio es més larga que la de los
controles sanos (por ejemplo, si el primer valor estadistico esta por encima del umbral de tamafio). Si la distribucién
de tamafio es mas larga que para los controles sanos, esto puede confirmar una etapa temprana del cancer. Algunos
ejemplos de valor de corte bajo son 0,01, 0,015, 0,02 0 0,025. Como otro ejemplo, cuando la fraccién medida esta por
encima de un valor de corte elevado, se puede confirmar si la distribucién de tamafio es mas corta que la de los
controles sanos (por ejemplo, si el primer valor estadistico esta por debajo del umbral de tamafio). Si la distribucion
de tamafio es mas corta para los controles sanos, esto puede confirmar una etapa avanzada del cancer. Los ejemplos
del valor de corte elevado pueden ser una fraccién de 0,03, 0,035, 0,04, 0,045, 0,05, 0,055, 0,06, 0,065 o 0,07.

Se demostrd que habia poblaciones adicionales de moléculas de ADN més cortas y mas largas en el plasma de
pacientes con CHC. Estos datos podrian haber resuelto las aparentes incoherencias que existian en la bibliografia
donde los grupos informaban de la presencia de un aumento en las moléculas de ADN mas largas o mas cortas en el
plasma de pacientes con cancer.

VIl. MATERIALES Y METODOS

A continuacién, se indican las técnicas utilizadas en la obtencién de los resultados de las figuras 2 a 5. Estas técnicas
se pueden utilizar en otros ejemplos anteriores.

Los sujetos reclutados para el estudio incluyeron 90 pacientes con CHC ingresados en el Departamento de Cirugia
del Hospital Prince of Gales, Hong Kong, para la reseccién del tumor. Todas las muestras de sangre se recogieron
antes de la operacién. Se reclutaron sesenta y siete portadores del VHB y 36 pacientes con cirrosis relacionada con
el VHB del Departamento de Medicina y Terapéutica del Hospital Prince of Gales, Hong Kong. Todos los pacientes
dieron su consentimiento informado por escrito y el estudio fue aprobado por el comité de revisién institucional.

Para extraer ADN y preparar bibliotecas de secuencias, se recogieron muestras de sangre periférica en tubos que
contenian EDTA. Las muestras de sangre periférica se centrifugaron a 1.600g durante 10 min a 4 °C. La parte de
plasma se volvié a centrifugar a 16.000g durante 10 min a 4 °C para obtener plasma libre de células. Se extrajo ADN
de 3 a 4,8 ml de plasma utilizando el kit QlAamp DSP DNA Blood Mini (Qiagen). EI ADN plasmatico se concentrd con
un concentrador SpeedVac (Savant DNA120; Thermo Scientific) en un volumen final de 75 pl por muestra. Las
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bibliotecas de ADN catalogadas se prepararon utilizando el kit de preparacién de bibliotecas Kapa (Kapa Biosystems)
siguiendo las instrucciones del fabricante. El ADN ligado al adaptador se enriquecié mediante una PCR de 14 ciclos
utilizando el kit de PCR KAPA HiFi HotStart ReadyMix (Kapa Biosystems). A continuacién, las bibliotecas se analizaron
con un bioanalizador 2100 (Agilent) y se cuantificaron con el kit de cuantificacién de bibliotecas Kapa (Kapa
Biosystems) antes de la secuenciacién.

Para secuenciar y alinear el ADN, cada biblioteca de ADN se diluyé y se hibridé6 en una cubeta de flujo de
secuenciacién de extremos emparejados (lllumina). Los grupos de ADN se generaron en un sistema de generacion
de grupos cBot (lllumina) con el kit de generacién de grupos TruSeq PE v3 (lllumina), seguido de 76 x 2 ciclos de
secuenciacién en un sistema HiSeq 2000 (lllumina) con el TruSeq SBS Kit v3 (lllumina). La secuenciacion se realizd
utilizando un protocolo 4-plex. Se realizaron 7 ciclos adicionales de secuenciacién para decodificar la secuencia indice
en cada molécula de ADN secuenciada. El anélisis de imagenes en tiempo real y la lectura de bases se realizaron
utilizando el programa informatico HiSeq Control (HCS) v1.4 y el programa informatico Real Time Analysis (RTA) v1.13
(lllumina), mediante los que los célculos automatizados de la matriz y el desfase se basaron en el control PhiX v3
secuenciado con las bibliotecas. Después la lectura de bases, se eliminaron las secuencias adaptadoras y las bases
de baja calidad (es decir, puntuacién de calidad <5).

Para el analisis de datos de secuenciacidn, las secuencias de cada carril se asignaron a las muestras correspondientes
segun las secuencias de indice de seis bases. A continuacion, las lecturas secuenciadas se alinearon con el genoma
de referencia humano sin ocultaciéon de repeticién (NCBI build 37/hg19) utilizando el Programa de Alineacién de
Oligonucleétidos Cortos 2 (SOAP2) (40). Se permitieron hasta dos desapareamientos de nucleétidos para cada
miembro de las lecturas de extremos emparejados, pero no se permitieron inserciones ni eliminaciones. Las lecturas
asignadas a una ubicacion gendmica Unica se utilizaron para anélisis posteriores. Las lecturas de extremos
emparejados alineadas al mismo cromosoma con una orientacién correcta y que abarcan un tamafio de inserto de
<600 pb se conservaron para los analisis de tamafio posteriores. Después de la alineacién con el genoma humano de
referencia, el tamafio de cada fragmento de ADN plasmatico podria deducirse de las coordenadas de los nucleétidos
en los extremos mas externos de cada par de lecturas de secuencia. Las primeras lecturas de un solo extremo se
utilizaron para el anélisis de ANC. Se aceptaron lecturas con una calidad de cartografiado mayor a 30 (es decir, 1
alineacién errénea por cada 1000 alineaciones) utilizando el programa informético Bowtie 2 (41).

Para realizar el anélisis CAZA para ANC, todo el genoma humano se dividid en intervalos de 100 kb. El recuento de
lectura corregido por GC se determiné para cada intervalo de 100 kb como se informé anteriormente (42). El nimero
de lecturas corregidas por GC para cada brazo cromosdmico de interés se determind mediante la suma de todos los
valores de cada intervalo de 100 kb en el brazo cromosémico. Se utilizd una estadistica de puntuacién z para
determinar si la representacién del ADN plasmético en un brazo cromosdémico aumentaria o disminuiria
significativamente en comparacién con el grupo de referencia. Se calculé el porcentaje de lecturas de secuenciacion
asignadas a cada brazo cromosdmico y se comparé con el valor medio de los 32 sujetos de control sanos para el
brazo cromosémico respectivo. Se calculd una puntuacién z a nivel del brazo como
Puntuacionz = M
DTnormal

donde Pprueva representa la proporcidn de fragmentos asignados al brazo cromosdémico de interés para el caso de
prueba; Prormar Y D Tnormat representan la media y la desviacion tipica de la proporcidén de fragmentos asignados al brazo
cromosdémico para los controles sanos, respectivamente. Los brazos cromosdmicos con puntuaciones z de <-3 y >3
se consideraron como portadores de ANC en plasma correspondientes a eliminaciones y amplificaciones,
respectivamente.

La concentracion fraccionaria de ADN procedente del tumor en el plasma (F) se puede calcular como

|Pprueba - Pnormall

F =
AN/Z X Pnormal

donde Pprueva representa la proporcidn de fragmentos asignados al brazo cromosdémico de interés para el caso de
prueba; Pnrormas representa la proporcion media de fragmentos asignados al brazo cromosémico para los controles
sanos y AN representa el cambio del nUmero de copias. Para los casos que muestran una eliminacién en al menos un
brazo cromosémico, se calculé F en funcién de los brazos cromosémicos eliminados. Como la mayoria de las
eliminaciones del brazo cromosémico afectan solo a uno de los dos cromosomas homoélogos (33), se asumié una
pérdida de copia Unica para nuestro andlisis. Para los 24 casos con solo amplificaciéon del brazo cromosémico, pero
sin eliminacion, F se calculé en funcidén del brazo amplificado con el supuesto de ganancia de copia Unica.

El analisis de datos de secuenciacion se realizé6 mediante programas bioinformaticos escritos en lenguajes Perl y R.
Un valor de p <0,05 se considerd estadisticamente significativo y todas las probabilidades fueron bilaterales.

VIIl. SISTEMA INFORMATICO
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Cualquiera de los sistemas informaticos mencionados en el presente documento puede utilizar cualquier nimero
adecuado de subsistemas. En la figura 32, en el aparato informatico 10 se muestran ejemplos de dichos subsistemas.
En algunas realizaciones, un sistema informatico incluye un Unico aparato informético, donde los subsistemas pueden
ser los componentes del aparato informatico. En otras realizaciones, un sistema informético puede incluir varios
aparatos informéticos, siendo cada uno de ellos un subsistema, con componentes internos. Un sistema informético
puede incluir ordenadores de escritorio y portatiles, tabletas, teléfonos méviles y otros dispositivos méviles.

Los subsistemas mostrados en la figura 32 estan interconectados a través de un bus de sistema 75. Se muestran
subsistemas adicionales, tales como una impresora 74, un teclado 78, un dispositivo(s) de almacenamiento 79, un
monitor 76, que esta acoplado al adaptador de pantalla 82, y otros. Los dispositivos periféricos y de entrada/salida
(I/O, del inglés input/output), que se acoplan al controlador de I/O 71, pueden conectarse al sistema informatico
mediante cualquier tipo de medio conocido en la materia, tal como el puerto de entrada/salida (I/O) 77 (por ejemplo,
USB, FireWire®). Por ejemplo, el puerto de I/O 77 o la interfaz externa 81 (por ejemplo, Ethernet, Wi-Fi, etc.) se pueden
utilizar para conectar el sistema informético 10 a una red de &rea amplia, tal como Internet, un dispositivo de entrada
de ratébn o un escéner. La interconexién mediante el bus de sistema 75 permite que el procesador central 73 se
comunique con cada subsistema y controle la ejecucién de instrucciones procedentes de la memoria del sistema 72 o
de los dispositivos de almacenamiento 79 (por ejemplo, un disco fijo, tal como un disco duro o un disco 6ptico), asi
como el intercambio de informacion entre subsistemas. La memoria del sistema 72 yfo los dispositivos de
almacenamiento 79 pueden ser realizaciones de un medio legible por ordenador. Otro subsistema es un dispositivo
de recogida de datos 85, tal como una céamara, micréfono, acelerémetro y similares. Cualquiera de los datos
mencionados en el presente documento puede ser la salida de un componente a otro componente y puede ser la
salida al usuario.

Un sistema informatico puede incluir una pluralidad de los mismos componentes o subsistemas, por ejemplo,
conectados entre si por la interfaz externa 81 o por una interfaz interna. En algunas realizaciones, los sistemas
informéticos, subsistema o aparatos pueden comunicarse a través de una red. En dichos 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 mdultiples sistemas, subsistemas o componentes.

El método de la presente invencién estd implementado por ordenador. Debe entenderse que cualquiera de las
realizaciones de la presente invencidén puede implementarse en forma de légica de control utilizando un equipo fisico
(por ejemplo, un circuito integrado especifico de la aplicacién o una matriz de seleccién programable por campo) y/o
utilizando un programa de ordenador con un procesador generalmente programable de manera modular o integrada.
Como se utiliza en el presente documento, un procesador incluye un procesador de un solo ndcleo, un procesador de
varios nucleos en un mismo chip integrado o multiples unidades de procesamiento en una sola placa de circuito o en
red. Basandose en la divulgacién y las ensefianzas proporcionadas en el presente documento, un experto habitual en
la materia conoceréa y percibiré 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 cédigo de programacidén para su ejecucidén mediante un procesador utilizando cualquier
lenguaje informatico adecuado, tal como, por ejemplo, Java, C, C++, C#, Objective-C, Swift o lenguaje de guiones, tal
como Perl o Python, utilizando, por ejemplo, técnicas convencionales u orientadas por objetos. El c6digo del programa
informético puede almacenarse como una serie de instrucciones o comandos en un medio legible por ordenador para
su almacenamiento y/o transmisién, incluyendo los medios adecuados 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 6ptico, tal como
un disco compacto (CD) o un DVD (disco digital versatil), 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, 6pticas y/o inalambricas que se ajusten a una variedad de protocolos, incluida
Internet. Asi pues, se puede crear un medio legible por ordenador utilizando una sefial de datos codificada con dichos
programas. Los medios legibles por ordenador codificados con el c6digo del programa pueden empaquetarse con un
dispositivo compatible o proporcionarse por separado de otros dispositivos (por ejemplo, a través de descarga de
Internet). Cualquier medio legible por ordenador puede residir en o dentro de un solo producto informatico (por ejemplo,
un disco duro, un CD o un sistema informatico completo) y puede estar presente en o dentro de diferentes productos
informéticos dentro de un sistema o red. Un sistema informético 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
informético 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

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 989 622 T3

en el presente documento pueden realizarse al mismo tiempo o en un orden diferente.

La descripcién anterior de las realizaciones ilustrativas de la invencién se ha presentado con fines ilustrativos y
descriptivos. No pretende ser exhaustivo ni limitar la invencién a la forma precisa descrita, y son posibles muchas
modificaciones y variaciones dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas que definen la invencién.

Una mencién de "un", "uno/una" o "el/la" se entiende como "uno 0 mas" a menos que se indique especificamente lo
contrario. Se entiende que el uso de "0" hace referencia a un "o inclusivo", y no a un "o exclusivo", a menos que se
indique especificamente lo contrario.
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REIVINDICACIONES

1. Un método implementado por ordenador para analizar una muestra biolégica de un organismo, incluyendo la
muestra biolégica moléculas de acido nucleico procedentes de células normales y de células procedentes de tejido
tumoral, en donde al menos algunas de las moléculas de acido nucleico son extracelulares en la muestra biolégica,
comprendiendo el método:

identificar una pluralidad de regiones cromosémicas del organismo, incluyendo cada regién cromosémica una
pluralidad de loci y dando lugar a una divisién de un cromosoma en una pluralidad de regiones, en donde la
pluralidad de regiones cromosémicas no se superpone, y en donde una primera regién cromosémica es una de la
pluralidad de regiones cromosémicas;

para cada una de la pluralidad de moléculas de &cido nucleico en la muestra biolégica:

medir el tamafio de la molécula de acido nucleico;
identificar la ubicacion de la molécula de acido nucleico en un genoma de referencia del organismo;

para cada una de la pluralidad de regiones cromosémicas:

identificar un grupo respectivo de una pluralidad de moléculas de acido nucleico en la muestra biol6gica como
de la regién cromosémica basandose en las ubicaciones identificadas, incluyendo el grupo respectivo al menos
una molécula de acido nucleico ubicada en cada uno de la pluralidad de loci de la regién cromosémica;
calcular, con un sistema informatico, una cantidad respectiva del respectivo grupo de moléculas de acido
nucleico; y

comparar la cantidad respectiva con un valor de referencia de recuento para determinar una clasificacién de
recuento de si la regién cromosémica presenta una anomalia, siendo la anomalia una anomalia en el nimero
de copias, indicando la clasificacién de recuento una primera anomalia para la primera regién cromosémica de
la pluralidad de regiones cromosdmicas;

identificar un primer grupo de moléculas de acido nucleico de la muestra como de la primera regién cromosémica
basandose en las ubicaciones identificadas;

calcular, con un sistema informético, un primer valor estadistico de una primera distribucién de tamafio del primer
grupo de moléculas de 4cido nucleico;

comparar el primer valor estadistico con un valor de referencia de tamafio para determinar una clasificacién de
tamafio de si la primera regién cromosémica presenta la primera anomalia; y

determinar una clasificacién final de si la primera regién cromosémica presenta la primera anomalia utilizando la
clasificacidén de recuento y la clasificacién de tamafio de la primera regién cromosémica.

2. EI método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el primer valor estadistico comprende una
media de la primera distribucién de tamafio, 0 una mediana de la primera distribucién de tamafio.

3. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el valor de referencia de tamafio
corresponde a un segundo valor estadistico de una segunda distribucién de tamafio de una segunda regién
cromosémica.

4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en donde el valor de referencia de tamafio es de uno o
mas sujetos de referencia que se sabe que tienen cancer o que se sabe que estan sanos.

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en donde el valor de referencia de tamafio se determina
mediante el calculo de un area en un tamafio especificado bajo un gréfico de frecuencia acumulada de las moléculas
de acido nucleico para una segunda regién cromosémica en un intervalo de tamafios.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas:
determinar un conjunto de clasificaciones de tamafio para un conjunto de regiones cromosdémicas identificadas
como anémalas en funcién de las clasificaciones de recuento correspondientes;
confirmar si el conjunto de regiones cromosdémicas es anémalo en funcién del conjunto de clasificaciones de
tamafio; y
confirmar una clasificacién de un nivel de cancer basado en las regiones cromosdmicas determinadas como
anémalas.

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas:

comparar la clasificaciéon de tamafio con un primer umbral, y
comparar la clasificacién de recuento con un segundo umbral, en donde:

a medida que aumenta la probabilidad de una anomalia, como lo indica una de la clasificacién de tamafio o la
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clasificacién de recuento, entonces se reduce el umbral de la probabilidad indicado por la otra clasificacion, y
la clasificacién final se determina mediante la comparacién de la clasificacién de tamafio con el primer umbral
y mediante la comparacién de la clasificacién de recuento con el segundo umbral.

8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas determinar que la primera
anomalia es una amplificacién asociada con un cancer cuando la primera distribucién de tamafio del primer grupo de
moléculas de acido nucleico indica un enriquecimiento para moléculas de é&cido nucleico més cortas que para la
primera anomalia que es una eliminacién.

9. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la medicién del tamafio de la molécula de
acido nucleico incluye alinear los extremos mas externos de las lecturas de secuencia de extremos emparejados de
la molécula de acido nucleico con un genoma humano de referencia.

10. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la clasificacién de tamafio indica la
primera anomalia, confirmando asi la clasificacién de recuento.

11. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la clasificacién de recuento para la
primera regién cromosémica que indica la primera anomalia asociada con un cancer se utiliza para seleccionar la
primera regién cromosémica para el analisis de tamafio.

12. Un programa informatico que comprende una pluralidad de instrucciones que pueden ejecutarse en un sistema

informético, que cuando se ejecutan de este modo controlan el sistema informatico para realizar el método de una
cualquiera de las reivindicaciones anteriores.
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