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DESCRIPCION
Identificacién del origen somatico o germinal del ADN libre de células
FONDO

La comparacién del genoma de un sujeto y un genoma de referencia (por ejemplo, GRCh38.p4), mostrara
tipicamente diferencias (variaciéon genética) en torno al 0,01% de bases. Las variantes genéticas en la linea germinal
pueden representar SNP transferidos a través de la herencia normal o a través de mutaciones germinales. Las variaciones
pueden existir en forma homocigética o heterocigética.

Ciertos estados patolégicos, como el cancer, se caracterizan por variaciones genéticas en los genomas de las
células patolégicas en comparacién con el genoma de la linea germinal. Estas variaciones son el resultado de mutaciones
en células somaticas, y se denominan mutaciones somaticas.

Los polinucleétidos que albergan mutaciones sométicas pueden detectarse en el ADN libre de células (ADNCcf),
donde se mezclan con el ADN de células que tienen el genoma de la linea germinal. Cuando en el ADNcf hay un gran
fondo (linea germinal), ningln proceso implementado por ordenador puede diferenciar automaticamente las variantes de
la linea germinal de las mutaciones somaticas. En cambio, los sistemas convencionales se basan en la pericia de un
experto humano individual o de un consorcio de expertos (en ambos casos denominado Junta de Tumores) para distinguir
las mutaciones somaticas de las de la linea germinal.

Si no hubiera ruido ni sesgos, las variantes de la linea germinal serian aquellas con una fraccién alélica del 50%
(en el caso de loci heterocigotos) o del 100% (en el caso de loci homocigotos). Sin embargo, en la practica, la existencia
de ruido y sesgos en el sistema hace que estos niUmeros nitidos sean difusos. En otras palabras, los loci het u homo no
se detectan exactamente al 50% o al 100%, sino que se sitlan entre los limites de confianza inferior y superior para cada
una de las categorias het y homo. Por ejemplo, un locus het podria estar entre el 40% y el 60%, mientras que un locus
homo podria estar entre el 98% y el 100%.

Lanman et al. (2015), "Analytical and Clinical Validation of a Digital Sequencing Panel for Quantitative, Highly
Accurate Evaluation of Cell-Free Circulating Tumor DNA", PLOS ONE, vol. 10, n.° 10, pagina 0140712, divulga la
evaluacion cuantitativa del ADN tumoral circulante libre de células mediante secuenciacién digital, en la que las fracciones
de alelos mutantes se notifican cuantitativamente para las variantes de nucleétido Unico somaticas de importancia clinica
y se distinguen de las variantes de nucledtido Unico de linea germinal. Sin embargo, no se divulga una clasificaciéon basada
en un umbral de frecuencia alélica y un umbral de variabilidad.

El documento US 2017/073774 Al ensefia la deteccién precisa de mutaciones soméaticas en el plasma u otras
muestras que contienen ADN libre de células de pacientes con céncer, incluida la aplicacién de varios filtros, pero no
habla de las variantes de linea germinal ni de la necesidad de diferenciar entre variantes de linea germinal y somaticas
en casos ambiguos.

RESUMEN

La invencidn se define en las reivindicaciones adjuntas. Otros aspectos y ventajas de la presente divulgacién
resultardn evidentes para los expertos en la materia a partir de la siguiente descripcién detallada, en la que sélo se
muestran y describen realizaciones ilustrativas de la presente divulgacién. Como se dara cuenta, la presente divulgacién
es capaz de otras y diferentes realizaciones, y sus diversos detalles son capaces de modificaciones en varios aspectos
obvios, todo ello sin apartarse de la divulgaciéon. Por consiguiente, los dibujos y la descripciéon deben considerarse de
carécter ilustrativo y no restrictivo.

En un aspecto, la presente divulgacién proporciona un método para identificar el origen somatico de cada uno
de una pluralidad de loci genémicos en ADN libre de células (ADNcf) de un sujeto, dicho método comprende: recibir
informacién de secuenciaciéon de dicho ADNcf de dicho sujeto, dicha informacién de secuenciacién comprende lecturas
de secuenciacién de ADNcf de dicha pluralidad de loci genémicos; determinar medidas cuantitativas de fraccién alélica
(FA) para cada uno de dicha pluralidad de loci genémicos basadas en dichas lecturas de secuenciacién de ADNCcf;
determinar una desviacién estandar (STDEV) para cada una de dichas medidas de FA; proporcionar un umbral STDEV y
un umbral AF; determinar si cada una de dichas medidas FA tiene una STDEV por encima o por debajo de dicho umbral
STDEV, determinar si cada una de dichas medidas FA esta por encima o por debajo de dicho umbral FA; y clasificar cada
locus con una STDEV por debajo de dicho umbral STDEV y una medida FA por debajo de dicho umbral FA como de
origen somatico.

En un aspecto, la presente divulgaciéon proporciona un método para identificar el origen de linea germinal de
cada uno de una pluralidad de loci genémicos en ADN libre de células (ADNcf) de un sujeto, dicho método comprende:
recibir informacién de secuenciacién de dicho ADNcf de dicho sujeto, dicha informacién de secuenciacién comprende
lecturas de secuenciacion de ADNcf de dicha pluralidad de loci genémicos; determinar medidas cuantitativas de fraccién
alélica (FA) para cada uno de dicha pluralidad de loci genémicos basadas en dichas lecturas de secuenciacién de ADNCcf;
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determinar una desviacién estandar (STDEV) para cada una de dichas medidas de FA; proporcionar un umbral STDEV y
un umbral FA; determinar si cada una de dichas medidas FA tiene una STDEV por encima o por debajo de dicho umbral
STDEV, determinar si cada una de dichas medidas FA esta por encima o por debajo de dicho umbral FA; y clasificar cada
locus con una STDEV por debajo de dicho umbral STDEV y una medida FA por encima de dicho umbral AF como de
origen de linea germinal.

En algunos aspectos, una medida de FA para un locus genémico por debajo de dicho umbral STDEV indica una
baja variacién del niUmero de copias (CNV) para dicho locus gendmico.

En algunos aspectos, una medida de FA para un locus genémico por encima de dicho umbral STDEV indica una
alta variacion del nimero de copias (CNV) para el locus genémico asociado.

En algunos aspectos, el umbral de FA se determina empiricamente.

En un aspecto, la presente divulgacién proporciona un método para identificar el origen somatico de cada uno
de una pluralidad de loci gendmicos en ADN libre de células (ADNcf) de un sujeto con cancer, dicho método comprende:
recibir informacion de secuenciacién de dicho ADNcf de dicho sujeto en un primer punto temporal antes del tratamiento
con un terapéutico contra el cancer, comprendiendo dicha informacién de secuenciacién un primer conjunto de lecturas
de secuenciaciéon de ADNCcf de dicha pluralidad de loci gendmicos; recibir informacién de secuenciacién de dicho ADNcf
de dicho sujeto en un segundo punto temporal después del tratamiento con un terapéutico contra el céncer,
comprendiendo dicha informacién de secuenciacién un segundo conjunto de lecturas de secuenciacién de ADNcf de dicha
pluralidad de loci genémicos; determinar medidas de fraccién alélica cuantitativa (FA) para cada uno de dicha pluralidad
de loci genémicos baséndose en dichas lecturas de secuenciacién de ADNcf en dicho primer punto temporal y basandose
en dichas lecturas de secuenciacién de ADNcf en dicho segundo punto temporal, comparar dichas medidas de FA de
dicho primer punto temporal y de dicho segundo punto temporal; en el que dicho cancer responde a dicho terapéutico
contra el cancer; e identificar un locus genémico como de origen soméatico si una medida de FA de dicho locus genémico
disminuye entre dicho primer punto temporal y dicho segundo punto temporal.

En un aspecto, la presente divulgaciéon proporciona un método para identificar el origen de linea germinal de
cada uno de una pluralidad de loci genémicos en ADN libre de células (ADNcf) de un sujeto con céncer, dicho método
comprende: recibir informacién de secuenciacién de dicho ADNcf de dicho sujeto en un primer punto temporal antes del
tratamiento con un terapéutico contra el cancer, dicha informacién de secuenciacién comprende un primer conjunto de
lecturas de secuenciacién de ADNcf de dicha pluralidad de loci genémicos; recibir secuenciacién de informacién de dicho
ADNCcf de dicho sujeto en un segundo punto temporal después del tratamiento con un terapéutico contra el cancer, dicha
informacién de secuenciacién que comprende un segundo conjunto de lecturas de secuenciacién de ADNcf de dicha
pluralidad de loci genémicos; determinar medidas de fraccién alélica cuantitativa (FA) para cada uno de dicha pluralidad
de loci genémicos baséndose en dichas lecturas de secuenciacién de ADNcf en dicho primer punto temporal y basandose
en dichas lecturas de secuenciacién de ADNcf en dicho segundo punto temporal, comparar dichas medidas de FA de
dicho primer punto temporal y de dicho segundo punto temporal; en el que dicho cancer responde a dicho tratamiento del
cancer; e identificar un locus genémico como de origen germinal si una medida de FA de dicho locus genémico no
disminuye entre dicho primer punto temporal y dicho segundo punto temporal.

En un aspecto, la presente divulgacién proporciona un método para identificar el origen somatico o de linea
germinal de cada uno de una pluralidad de loci gendmicos en ADN libre de células (ADNcf) de un sujeto, dicho método
comprende: recibir informacién de secuenciacién de dicho ADNcf de dicho sujeto recogida en un primer punto temporal,
dicha informacién de secuenciacién comprende primeras lecturas de secuenciacién de ADNcf, proporcionar informacion
de secuencia de dicha pluralidad de loci genémicos; realizar un binning de cada uno de dicha pluralidad de loci genémicos,
en donde dicho binning comprende asignar una clasificacién inicial para cada locus genémico en dicha pluralidad de loci
gendmicos, dicha clasificacién inicial seleccionada del grupo que consiste en: a) presunto origen somético; b) presunto
origen de linea germinal; o ¢) origen indeterminado; generando asi una primera bandeja que comprende los loci genémicos
de presunto origen somatico, una segunda bandeja que comprende los loci genémicos de presunto origen de linea
germinal, y una tercera bandeja que comprende los loci genémicos de origen indeterminado; determinar, para cada una
de dichas regiones gendémicas en dicho primer cajon, dicho segundo cajén y dicho tercer cajon, una medida de fraccion
alélica cuantitativa (FA) basada en dichas primeras lecturas de secuenciacién de ADNcf para generar un primer conjunto
de FA, un segundo conjunto de FA y un tercer conjunto de FA, respectivamente; generar una primera distribuciéon de
frecuencias basada en dicho primer conjunto de FA y una segunda distribucién de frecuencias basada en dicho segundo
conjunto de FA, en la que no exista solapamiento entre dicha primera distribuciéon de frecuencias y dicha segunda
distribucién de frecuencias; identificar un valor umbral de FA basado en dichas primera y segunda distribuciones de
frecuencia, cuyo valor umbral de FA es (i) no menor que la mayor medida cuantitativa de FA entre dicho primer conjunto
de FA y (ii) no mayor que la menor medida cuantitativa de FA entre dicho segundo conjunto de FA; y asignhar una
clasificacién final para cada uno de dicho tercer conjunto de loci gendémicos, cuya clasificacién final es (A) presunto origen
somatico si dicho locus genémico tiene una medida de FA cuantitativa no superior a dicho valor umbral de FA, o (B)
presunto origen de linea germinal si dicha regiéon genémica tiene una medida de FA cuantitativa no inferior a dicho valor
umbral de FA.

En un aspecto, la presente divulgacién proporciona un método para identificar el origen somatico o de linea
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germinal de cada uno de una pluralidad de loci gendmicos en ADN libre de células (ADNcf) de un sujeto, dicho método
comprende: recibir informacién de secuenciacién de dicho ADNcf de dicho sujeto recogida en un primer punto temporal,
dicha informacién de secuenciacién comprende primeras lecturas de secuenciacién de ADNCcf, proporcionar informacion
de secuencia de dicha pluralidad de loci genémicos; realizar un binning de cada uno de dicha pluralidad de loci genémicos
en dicha pluralidad de loci genémicos, en donde dicho binning comprende asignar una clasificacién inicial para cada locus
gendmico en dicha pluralidad de loci genémicos, dicha clasificacién inicial seleccionada del grupo que consiste en: a)
presunto origen somatico; b) presunto origen de linea germinal; o ¢) origen indeterminado; generando asi una primera
bandeja que comprende loci genémicos de presunto origen somético, una segunda bandeja que comprende loci
gendmicos de presunto origen de linea germinal, y una tercera bandeja que comprende loci genémicos de origen
indeterminado; determinar, para cada una de dichas regiones genémicas en dicho primer cajén, dicho segundo cajén y
dicho tercer cajon, una medida de fraccién alélica cuantitativa (FA) basada en dichas primeras lecturas de secuenciacion
de ADNcf para generar un primer conjunto de FA, un segundo conjunto de FA y un tercer conjunto de FA, respectivamente;
generar una primera distribucién de frecuencias basada en dicho primer conjunto de FA y una segunda distribucién de
frecuencias basada en dicho segundo conjunto de FA, en la que existe un solapamiento entre dicha primera distribucién
de frecuencias y dicha segunda distribuciéon de frecuencias; identificar un primer valor umbral de FA basado en dichas
primera y segunda distribuciones de frecuencia, cuyo primer valor umbral de FA es la mayor medida cuantitativa de FA
entre dicho primer conjunto de FA; identificar un segundo valor umbral de FA basado en dichas primera y segunda
distribuciones de frecuencia, cuyo segundo valor umbral de FA es la menor medida cuantitativa de FA entre dicho segundo
conjunto de FA; y asignar una clasificacién final para cada uno de dicha pluralidad de loci genémicos, donde dicha
clasificacién final es (A) presunto origen somatico si dicha regién genémica tiene una medida cuantitativa de FA no mayor
que dicho primer valor umbral de FA, (B) presunto origen de linea germinal si dicha regién genémica tiene una medida
cuantitativa de FA no menor que dicho segundo valor umbral de FA, o (C) ambigua si dicha regién gendmica tiene una
medida cuantitativa de FA mayor que dicho primer valor umbral de FA y menor que dicho segundo valor umbral de FA.

En un aspecto, la presente divulgacién proporciona un método para identificar el origen somatico de cada uno
de una pluralidad de loci genémicos en ADN libre de células (ADNcf) de un sujeto, dicho método comprende: recibir
informacién de secuenciacién de dicho ADNcf de dicho sujeto, comprendiendo dicha informacién de secuenciacién un
conjunto de lecturas de secuenciacién de ADNcf de dicha pluralidad de loci genémicos; determinar un primer conjunto de
medidas de fraccién alélica cuantitativa (FA), comprendiendo dicho primer conjunto de medidas de FA medidas de FA
para cada uno de dicha pluralidad de loci gendmicos basadas en dichas lecturas de secuenciacién de ADNcf, proporcionar
un segundo conjunto de medidas de FA, dicho segundo conjunto de medidas de FA comprende medidas de FA para cada
una de una o mas variantes somaticas conocidas; comparar una medida de FA de un locus genémico de dicho primer
conjunto de medidas de FA con una medida de FA de dicho segundo conjunto de medidas de FA,; identificar un locus
gendmico como de origen somatico si hay una diferencia del 10% o menos entre dicha medida de FA de dicho primer
conjunto de medidas de FA para un locus genémico y dicha medida de FA de dicho segundo conjunto de medidas de FA.

En algunos aspectos, dicho segundo conjunto de medidas de FA comprende medidas de FA de una segunda
pluralidad de loci genémicos basadas en dichas lecturas de secuenciacién de ADNcf.

En algunos aspectos, dicho segundo conjunto de medidas de FA comprende medidas de FA de una pluralidad
de loci genémicos de ADNcf de una pluralidad de sujetos de control.

En un aspecto, la presente divulgaciéon proporciona un método para identificar el origen de linea germinal de
cada uno de una pluralidad de loci genémicos en ADN libre de células (ADNcf) de un sujeto, dicho método comprende:
recibir informacién de secuenciacidén de dicho ADNcf de dicho sujeto, dicha informacidén de secuenciacién comprende un
conjunto de lecturas de secuenciacién de ADNcf de dicha pluralidad de loci gendmicos; determinar un primer conjunto de
medidas de fraccion alélica cuantitativa (FA), dicho primer conjunto de medidas de FA comprende medidas de FA para
cada uno de dicha pluralidad de loci genémicos basadas en dichas lecturas de secuenciacién de ADNcf; proporcionar un
segundo conjunto de medidas de FA, dicho segundo conjunto de medidas de FA comprende medidas de FA para cada
una de una o mas variantes somaticas conocidas; comparar una medida de FA de un locus genémico de dicho primer
conjunto de medidas de FA con una medida de FA de dicho segundo conjunto de medidas de FA; identificar un locus
gendmico como de origen de linea germinal si hay una diferencia superior al 10% entre dicha medida de FA de dicho
primer conjunto de medidas de FA para un locus genémico y dicha medida de FA de dicho segundo conjunto de medidas
de FA.

En algunos aspectos, dicho segundo conjunto de medidas de FA comprende medidas de FA de una segunda
pluralidad de loci genémicos basadas en dichas lecturas de secuenciacién de ADNcf.

En algunos aspectos, dicho segundo conjunto de medidas de FA comprende medidas de FA de una pluralidad
de loci genémicos de ADNcf de una pluralidad de sujetos de control.

En un aspecto, la presente divulgaciéon proporciona un método para identificar el origen de linea germinal de
cada uno de una pluralidad de loci genémicos en ADN libre de células (ADNcf) de un sujeto, dicho método comprende:
recibir informacién de secuenciacidén de dicho ADNcf de dicho sujeto, dicha informacidén de secuenciacién comprende un
conjunto de lecturas de secuenciacién de ADNcf de dicha pluralidad de loci gendmicos; determinar un primer conjunto de
medidas de fraccion alélica cuantitativa (FA), dicho primer conjunto de medidas de FA comprende medidas de FA para
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cada uno de dicha pluralidad de loci genémicos basadas en dichas lecturas de secuenciaciéon de ADNcf; proporcionar un
segundo conjunto de medidas de FA, dicho segundo conjunto de medidas de FA comprende medidas de FA para cada
una de una o mas variantes de linea germinal conocidas; comparar una medida de FA de un locus gendmico de dicho
primer conjunto de medidas de FA con una medida de FA de dicho segundo conjunto de medidas de FA, identificar un
locus gendmico como de origen de linea germinal si hay una diferencia del 10% o menos entre dicha medida de FA de
dicho primer conjunto de medidas de FA para un locus genémico y dicha medida de FA de dicho segundo conjunto de
medidas de FA.

En algunos aspectos, dicho segundo conjunto de medidas de FA comprende medidas de FA de una segunda
pluralidad de loci genémicos basadas en dichas lecturas de secuenciacién de ADNcf.

En algunos aspectos, dicho segundo conjunto de medidas de FA comprende medidas de FA de una pluralidad
de loci genémicos de ADNcf de una pluralidad de sujetos de control.

En un aspecto, la presente divulgacién proporciona un método para identificar el origen somatico de cada uno
de una pluralidad de loci genémicos en ADN libre de células (ADNcf) de un sujeto, dicho método comprende: recibir
informacién de secuenciacién de dicho ADNcf de dicho sujeto, comprendiendo dicha informacién de secuenciacién un
conjunto de lecturas de secuenciacién de ADNcf de dicha pluralidad de loci genémicos; determinar un primer conjunto de
medidas de fraccién alélica cuantitativa (FA), comprendiendo dicho primer conjunto de medidas de FA medidas de FA
para cada uno de dicha pluralidad de loci gendmicos basadas en dichas lecturas de secuenciacién de ADNcf, proporcionar
un segundo conjunto de medidas de FA, dicho segundo conjunto de medidas de FA comprende medidas de FA para cada
una de una o mas variantes de linea germinal conocidas; comparar una medida de FA de un locus gendmico de dicho
primer conjunto de medidas de FA con una medida de FA de dicho segundo conjunto de medidas de FA, identificar un
locus genémico como de origen somatico si hay una diferencia superior al 10% entre dicha medida de FA de dicho primer
conjunto de medidas de FA para un locus genémico y dicha medida de FA de dicho segundo conjunto de medidas de FA.

En algunos aspectos, dicho segundo conjunto de medidas de FA comprende medidas de FA de una segunda
pluralidad de loci genémicos basadas en dichas lecturas de secuenciacién de ADNcf.

En algunos aspectos, dicho segundo conjunto de medidas de FA comprende medidas de FA de una pluralidad
de loci genémicos de ADNcf de una pluralidad de sujetos de control.

En algunos aspectos, uno o més de dichos loci genémicos es un locus de un gen BRCA.

La invencién se refiere a un método implementado por ordenador que comprende: a) proporcionar un conjunto
de lecturas de secuencias de moléculas de ADNcf, en el que las lecturas de secuencias corresponden a una region
gendmica seleccionada de un genoma de referencia (p. €j., un gen, un exén, un intrén, una porcidén de un gen (p. ej., al
menos 100 nucleétidos, al menos 500 nucledtidos, o al menos 1000 nucleétidos)); b) determinar la frecuencia alélica de
un conjunto que comprende una pluralidad de variantes genéticas (por ejemplo, nucleétidos que difieren de la secuencia
de referencia) dentro de la regién gendmica, donde el conjunto incluye una variante de interés; ¢) determinar una medida
de variabilidad (por ejemplo, desviacién estdndar o varianza) de la frecuencia alélica de las variantes genéticas del
conjunto; d) proporcionar un umbral de medida de variabilidad y un umbral de frecuencia alélica; e) determinar si la medida
de variabilidad esta por debajo del umbral de variabilidad; y f) si la medida de variabilidad esté por debajo del umbral de
variabilidad: (i) calificar la variante de interés como de origen germinal si la frecuencia alélica de la variante de interés esta
por encima del umbral de frecuencia alélica, y (ii) calificar la variante de interés como de origen somatico si la frecuencia
alélica de la variante de interés esta por debajo del umbral de frecuencia alélica.

La invencion también se refiere al uso de dicho método implementado por ordenador:

(i) para diagnosticar una enfermedad o afeccién como el cancer o una afeccién inflamatoria;

(i) en el pronéstico de una enfermedad o afeccién como el cancer o una afeccién inflamatoria;

(iii) para evaluar la eficacia del tratamiento de una enfermedad o afeccién como el cancer o una afeccién
inflamatoria; y/o

(iv) para controlar la progresion o regresiéon de una enfermedad o afeccién como el cancer o una afeccién
inflamatoria.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Las caracteristicas novedosas de la divulgaciéon se exponen con particularidad en las reivindicaciones adjuntas. Una mejor
comprensién de las caracteristicas y ventajas de la presente divulgacién se obtendrd por referencia a la siguiente
descripcién detallada que expone realizaciones ilustrativas, en las que se utilizan los principios de la divulgacion, y los
dibujos adjuntos de los cuales:

FIG. 1 muestra un sistema de control por ordenador que esta programado o configurado de otro modo para

implementar los métodos aqui proporcionados.
FIG. 2A muestra que las mutaciones T790M de la linea germinal (201 - puntos negros) estan presentes en una
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concentracién similar a las mutaciones T790M somaticas (202 - puntos grises), pero en una fraccién alélica (FA)
mas alta.

FIG. 2B muestra que las concentraciones de mutaciones sométicas del EGFR en cuatro pacientes en tratamiento
disminuyen, mientras que la concentracion de EGFR T790M de linea germinal permanece constante (203
representa la mutacién conductora del EGFR y 204 representa EGFR T790M).

FIG. 2C muestra que la distribucién de FA para EGFR T790M (gréfico inferior) a través de los resultados de NGS
en plasma para 950 casos incluye un pico somatico que también se observa con las mutaciones conductoras de
EGFR (grafico superior), asi como un pico heterocigoto (flecha) que también se observa més claramente con un
SNP comun (EGFR Q787Q, grafico central).

FIG. 3A muestra la NGS plasmética para muestras de plasma pretratamiento y en tratamiento de tres casos
iniciales, todos positivos para EGFR T790M de linea germinal. Entre todas las variantes codificantes y no
codificantes detectadas se observaron tres grupos de variantes, correspondientes al FA esperado de

variantes homocigéticas, heterocigéticas, y derivadas de tumores. Las variantes del grupo derivado del tumor
respondieron al tratamiento, mientras que las variantes de los grupos homocigoto y heterocigoto se mantuvieron
en una FA relativamente constante.

FIG. 3B muestra los resultados de NGS en plasma de 102 casos adicionales, para un total de 105 casos. Se
observé una distribucién trimodal con picos cercanos al 0% (probablemente derivado del tumor), 49%
(probablemente

heterocigoto), y 100% (probablemente homocigoto) para todas las variantes codificantes y no codificantes
detectadas en los 105 casos.

FIG. 3C muestra que, para las variantes missense y nonsense, hubo un enriquecimiento en FA bajas (flechas),
donde se esperaria encontrar variantes derivadas de tumores. En cambio, las variantes sinénimas, probablemente
reflejo de polimorfismos benignos de la linea germinal, se enriquecieron en torno al 50% y el 100% de FA.

FIG. 4A muestra el FA de todas las variantes encontradas en plasma NGS de 105 casos positivos para mutaciones
EGFR, en orden creciente de FA de mutacién conductora EGFR (401 - puntos negros), con un SNP EGFR comun
mostrado (402 - puntos grises méas grandes).

FIG. 4B muestra que, para las variantes de FA entre el 25% y el 75%, la desviacién estandar y la diferencia absoluta
entre la media de los casos y la de la poblacién aumentan con el incremento de la FA impulsora del EGFR.

FIG. 5 muestra la distinciéon entre variantes codificantes heterocigotas y derivadas del tumor en casos con baja
variacién del nimero de copias. FIG. 5, también muestra que, cuando hay una menor variacién en el nimero de
copias, es posible distinguir visualmente qué casos de EGFR T790M germinal (501) son probablemente
germinales.

FIG. 6A muestra que los resultados de la NGS revelan que 48 (0,15%) pacientes con cancer de una base de datos
de 31.414 pacientes Unicos con cancer eran portadores de una mutacién germinal EGFR T790M, siendo el cancer
de pulmén no escamoso de células no pequefias (NSCLC) el diagnéstico dominante en estos pacientes.

FIG. 6B muestra que, en comparacién con la prevalencia poblacional de la linea germinal del EGFR T790M en una
cohorte de referencia (0,008%), existe una mayor prevalencia en sujetos con NSCLC no escamoso (0,34%) pero
no en sujetos con otros canceres (0,03%, p = 0,06), lo que sugiere que la linea germinal del EGFR T790M es una
variante de riesgo para el cancer de pulmén.

FIG. 7 muestra un grafico de FA de variantes codificantes y no codificantes detectadas en tres momentos (FA de
la mutacién TP53 en el momento 2 imputada al 0%). La mutacién EGFR T790M se observa dentro de una banda
de variantes que incluye el SNP comdn (EGFR Q787Q), sospechoso de un EGFR T790M de linea germinal
detectado incidentalmente.

FIG. 8A muestra que se puede ajustar una curva para la desviacién estandar, incluso con la presencia de valores
atipicos.

FIG. 8B muestra que se puede ajustar una curva para la media, incluso con la presencia de valores atipicos.

FIG. 9 muestra que, entre 11 casos de NGS en plasma (Cohorte A) designhados con baja variacién del niUmero de
copias y alta FA de EGFR T790M (izquierda), se confirmd que los 11 eran de linea germinal (valor predictivo
positivo del 100%). Entre 10 casos (Cohorte B) con alta variacién del nimero de copias y alta FA de EGFR T790M
(derecha), uno fue positivo para una mutacién T790M de linea germinal.

DESCRIPCION DETALLADA

Los titulos de seccidn utilizados en el presente documento tienen Unicamente fines organizativos y no deben
interpretarse como una limitacién de la materia descrita.

En esta descripcién detallada de las diversas realizaciones, a efectos de explicacion, se exponen numerosos
detalles especificos para proporcionar una comprensién completa de las realizaciones divulgadas. Un experto en la
materia apreciara, sin embargo, que estas diversas realizaciones pueden practicarse con o sin estos detalles especificos.
En otros casos, las estructuras y los dispositivos se muestran en forma de diagrama de bloques. A menos que se describa
de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente documento tienen el significado que
comlnmente entiende una persona con conocimientos ordinarios de la técnica a la que pertenecen las diversas
realizaciones descritas en el presente documento.

Se apreciara que hay un "aproximadamente" implicito antes de las temperaturas, concentraciones, tiempos,
nimero de bases, cobertura, etc. discutidos en las presentes ensefianzas, de tal manera que las equivalencias leves e
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insustanciales estan dentro del alcance de las presentes ensefianzas. En esta solicitud, el uso del singular incluye el plural
a menos que se indique especificamente lo contrario. Asimismo, el uso de "comprender”, "comprende”, "que comprende",
"contener”, "contiene”, "que contiene", "incluir’, "incluye", e "incluyendo" no pretende ser limitativo. Debe entenderse que
tanto la descripcién general precedente como la descripciéon detallada siguiente son meramente ejemplificativas y

explicativas y no restrictivas de las presentes ensefianzas.

Tal y como se utiliza aqui, "un" o "una" también puede referirse a "al menos uno" 0 a "uno o mas". Ademas, el
uso de "0" es inclusivo, de modo que la frase "A o B" es verdadera cuando "A" es verdadera, "B" es verdadera, o ambas
"A" y "B" son verdaderas.

Ademas, salvo que el contexto exija lo contrario, los términos en singular incluiran los plurales y los términos en
plural incluiran los singulares. En general, las nomenclaturas utilizadas en relacién con el cultivo de células y tejidos, la
biologia molecular y la quimica e hibridacién de proteinas y oligos o polinucledtidos descritos en el presente documento
son las conocidas y cominmente utilizadas en la técnica. Se utilizan técnicas estandar, por ejemplo, para la purificacién
y preparacion de acidos nucleicos, el analisis quimico, el acido nucleico recombinante, y la sintesis de oligonucledétidos.
Las reacciones enziméticas y las técnicas de purificacion se llevan a cabo de acuerdo con las especificaciones del
fabricante 0 como se hace habitualmente en la técnica o como se describe en el presente documento. Las técnicas y
procedimientos descritos en el presente documento se llevan a cabo generalmente de acuerdo con métodos
convencionales bien conocidos en la técnica y como se describe en diversas referencias generales y mas especificas que
se citan y discuten a lo largo de la presente especificaciéon. Véase, por ej., Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual (Tercera ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. 2000). Las nomenclaturas utilizadas
en relacién con los procedimientos y técnicas de laboratorio aqui descritos son las conocidas y comlUnmente utilizadas en
la técnica.

Un "sistema" establece un conjunto de componentes, reales o abstractos, que comprenden un todo en el que
cada componente interactlia o esta relacionado con al menos otro componente dentro del todo.

Una "biomolécula" puede referirse a cualquier molécula producida por un organismo bioldgico, incluyendo
grandes moléculas poliméricas como proteinas, polisacéridos, lipidos, y é&cidos nucleicos (ADN y ARN), asi como
pequefias moléculas como metabolitos primarios, metabolitos secundarios, y otros productos naturales.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "secuenciacién" se refiere a cualquiera de las diversas
tecnologias utilizadas para determinar la secuencia de una biomolécula, por ejemplo, un acido nucleico como el ADN o el
ARN. Entre los métodos de secuenciacién ejemplares se incluyen, entre otros, la secuenciacién dirigida, la secuenciacién
en tiempo real de molécula Unica, la secuenciaciéon de exones, la secuenciacién basada en microscopia electrénica, la
secuenciacion de panel, la secuenciacién mediada por transistor, la secuenciacién directa, la secuenciacién shotgun
aleatoria, secuenciacién por terminacién dideoxidica Sanger, secuenciacién del genoma completo, secuenciacién por
hibridacién, pirosecuenciacién, electroforesis capilar, electroforesis en gel, secuenciacién duplex, secuenciacion por
ciclos, secuenciacién por extensién monobase, secuenciacién en fase soélida, secuenciacién de alto rendimiento,
secuenciacién de firmas masivamente paralela, PCR en emulsién, co-amplificacion a baja temperatura de
desnaturalizacion-PCR (COLD-PCR), PCR multiplex, secuenciacién por terminador de colorante reversible,
secuenciacién de extremo pareado, secuenciacién de corto plazo, secuenciacion por exonucleasa, secuenciacién por
ligacidn, secuenciacién de lectura corta, secuenciacién de molécula Unica, secuenciacién por sintesis, secuenciacidén en
tiempo real, secuenciacidén por terminador inverso, secuenciacidon nanopore, secuenciacién 454, secuenciacién Solexa
Genome Analyzer, secuenciacién SOLID™, secuenciacién MS-PET, y una combinacién de las mismas. En algunas
realizaciones, la secuenciacién puede llevarse a cabo mediante un analizador de genes como, por ejemplo, los
analizadores de genes disponibles comercialmente en lllumina o Applied Biosystems.

La expresion "secuenciacion de nueva generacién" o NGS hace referencia a las tecnologias de secuenciacién
con un mayor rendimiento en comparacién con los enfoques tradicionales basados en Sanger y la electroforesis capilar,
por ejemplo, con la capacidad de generar cientos de miles de lecturas de secuencias relativamente pequefias a la vez.
Algunos ejemplos de técnicas de secuenciacién de nueva generacién incluyen, entre otras, la secuenciacién por sintesis,
la secuenciacién por ligacion, y la secuenciacién por hibridacién.

La frase "ejecucién de secuenciacidén" se refiere a cualquier paso o porcidén de un experimento de secuenciacién
realizado para determinar alguna informacién relacionada con al menos una biomolécula (por ejemplo, una molécula de
acido nucleico como ADN o ARN).

El ADN (&cido desoxirribonucleico) es una cadena de nucleétidos compuesta por cuatro tipos de nucleétidos:
adenina (A), timina (T), citosina (C), y guanina (G). El ARN (&cido ribonucleico) es una cadena de nucleétidos compuesta
por cuatro tipos de nucleétidos: A, uracilo (U), G, y C. Determinados pares de nucleétidos se unen especificamente entre
si de forma complementaria (lo que se denomina emparejamiento de bases complementarias). En el ADN, la adenina (A)
se empareja con la timina (T) y la citosina (C) con la guanina (G). En el ARN, la adenina (A) se empareja con el uracilo
(U) y la citosina (C) con la guanina (G). Cuando una primera cadena de acido nucleico se une a una segunda cadena de
acido nucleico formada por nucleétidos complementarios a los de la primera cadena, las dos cadenas se unen para formar
una doble cadena. Tal y como se utiliza en el presente documento, "datos de secuenciacién de acidos nucleicos",
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"informacién de secuenciacién de acidos nucleicos", "secuencia de acidos nucleicos", "secuencia de nucleétidos",
"secuencia gendmica" secuencia gendmica", "secuencia genética", "secuencia de fragmentos", o "lectura de
secuenciacidén de acidos nucleicos" denota cualquier informacién o dato indicativo del orden de las bases nucleotidicas
(p. )., adenina, guanina, citosina, y timina o uracilo) en una molécula (por ejemplo, un genoma completo, un transcriptoma
completo, un exoma, un oligonucleétido, un polinucledtido, o un fragmento) de un &cido nucleico como el ADN o el ARN.
Debe entenderse que las presentes ensefianzas contemplan la informacidén de secuencias obtenida utilizando todas las
variedades disponibles de técnicas, plataformas o tecnologias, incluyendo, pero sin limitarse a: electroforesis capilar,
microarrays, sistemas basados en ligacién, sistemas basados en polimerasa, sistemas basados en hibridacién, sistemas
de identificacidn directa o indirecta de nucledtidos, pirosecuenciacién, sistemas de deteccién basados en iones o pH, y
sistemas basados en firma electrénica.

Un "polinucleétido", "acido nucleico", u "oligonucleétido" se refiere a un polimero lineal de nucleésidos (incluyendo
desoxirribonucleésidos, ribonucleésidos, o analogos de los mismos) unidos por enlaces internucleosidicos. Tipicamente,
un polinucleétido comprende al menos tres nucledsidos. Los oligonucleétidos a menudo varian en tamafio desde unas
pocas unidades monoméricas, por ejemplo 3-4, hasta cientos de unidades monoméricas. Siempre que un polinucleétido
se represente mediante una secuencia de letras, como "ATGCCTG", se entendera que los nucleétidos estan en orden &'
-> 3' de izquierda a derecha y que "A" significa desoxiadenosina, "C" significa desoxicitidina, "G" significa desoxiguanosina,
y "T" significa timidina, a menos que se indique lo contrario. Las letras A, C, G, y T pueden utilizarse para referirse a las
propias bases, a nucledsidos o a nucleétidos que comprenden las bases, como es habitual en la técnica.

Los términos "adaptador(es)", y "marcacién(es)" se utilizan como sinédnimos a lo largo de esta especificacién. Un
adaptador o marcacién puede acoplarse a una secuencia polinucleotidica para ser "marcada”" por cualquier método,
incluyendo ligacién, hibridacién, u otros métodos.

Tal y como se utiliza aqui, una variante comun tiene al menos un 5% de GMAF (frecuencia alélica menor global),
mientras que una variante de baja frecuencia tiene alrededor de un 0,1-5% de GMAF, y una variante rara tiene un 0,5%
o menos de GMAF, donde GMAF es una frecuencia en la que se produce el alelo menos comdn en una poblacién
determinada.

Tal como se utiliza aqui, "genotipo" se refiere a la identidad alélica en un locus genético en uno o mas
cromosomas de la linea germinal. Esto incluye el genotipo completo (identidad alélica en todos los cromosomas), el
genotipo parcial (identidad alélica en al menos un cromosoma), y el genotipo nulo (alelo(s) inexistente(s) en uno 0 mas
cromosomas o en todos ellos), incluida la determinacién de la homocigosidad o heterocigosidad en un locus ("designacion
alélica").

Tal y como se utiliza aqui, una variante somatica indica que la fuente es un tejido canceroso. Tal y como se utiliza
aqui, el origen somético de una variante genética se refiere a una variante genética que se produce por primera vez en
una célula somatica y no en la linea germinal. Esto contrasta con las variantes de linea germinal, que tienen como fuente
células normales. La variacién puede transmitirse a las células hijas a través de la divisién mitética. Esto puede dar lugar
a que un grupo de células tenga una diferencia genética con el resto de las células de un organismo. Ademas, como la
variacion no se produce en una célula de la linea germinal, la mutacién no serd heredada por los organismos de la
progenie.

SNP puede referirse a polimorfismo o variacién de un solo nucleétido en la poblacién, normalmente en el contexto
de variantes de la linea germinal, mientras que SNV puede referirse a variante de un solo nucleétido y SSNV puede
referirse a variante somatica de un solo nucleétido (normalmente utilizada en el contexto de variantes asociadas al cancer,).
Para un individuo, el término SNV se utiliza para las variaciones detectadas tanto en el ADNcf somético (canceroso) como
en la linea germinal (normal).

CNV puede referirse a una variante en el nimero de copias (mutacién en el nimero de copias a nivel genético,
normalmente resultado de un evento de duplicacién).

ElI ADN libre de células (ADNcf) de un sujeto con cancer comprende ADN de células con el genoma de la linea
germinal (por ejemplo, de "células sanas") ("ADN de la linea germinal") y ADN de células cancerosas, normalmente con
mutaciones somaticas ("ADN canceroso"). Las cantidades relativas de ADN de la linea germinal y de ADN canceroso en
una muestra de ADN libre de células depende de lo avanzado que esté el cancer. En las fases iniciales, sélo una pequefia
cantidad del ADN es ADN canceroso. Esto podria ser, por ejemplo, alrededor del |%-5% del ADN total. Por lo tanto, la
deteccién de una pequefia cantidad (por ejemplo, alrededor del 1%-5% del ADNcf de una muestra) de una variante
genética, como un alelo menor, puede ser indicativa de una mutaciéon somatica y, por lo tanto, de la presencia de ADN
canceroso. Sin embargo, a medida que la enfermedad progresa y el tumor se expande, la cantidad de ADN canceroso en
una muestra de ADN libre de células puede aumentar significativamente, por ejemplo hasta mas del 25% del total de ADN
libre de células. Cuando el porcentaje de moléculas de ADN portadoras de una variante genética alcanza niveles elevados,
puede resultar ambiguo si la variante representa una mutacién somatica procedente de células cancerosas o representa
heterocigosidad en el ADN de la linea germinal.

El analisis gendémico del ADNcf plasmatico puede ser una herramienta para el descubrimiento gendémico y para
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ayudar a la administracién de la medicina oncolégica de precisién, pero la liberacién de ADN derivado del cancer en el
plasma puede ser muy variable y depende del estadio del cancer, el grado de diseminacién metastésica, y si el cancer
esta respondiendo o progresando. Ademas, los niveles plasméticos de alteraciones gendmicas sométicas pueden ser
muy dindmicos en respuesta a la terapia, llegando en ocasiones a ser indetectables en dos semanas. En consecuencia,
en muchos pacientes la mayor parte del ADNcf plasmatico es ADN de la linea germinal, en gran parte procedente de
células hematopoyéticas o endoteliales benignas. La presente divulgacidn proporciona un enfoque que puede distinguir
las variantes de la linea germinal de las variantes sométicas derivadas del cancer dentro de los perfiles de secuenciacién
de préxima generacién (NGS) de ADNCcf, proporcionando asi tanto el genotipado tumoral para la seleccién de la terapia
como la caracterizacién de la linea germinal para la evaluacién del riesgo hereditario con un Unico ensayo.

El enfoque proporcionado por la presente divulgacién tiene varias aplicaciones. La NGS en plasma identificara,
en ocasiones, mutaciones incidentales de la linea germinal en pacientes con cancer que tienen posibles implicaciones
clinicas para los pacientes y sus familias. Ciertas mutaciones de la linea germinal del EGFR descritas en el presente
documento son alelos de riesgo poco frecuentes que se cree que estan asociados con el riesgo de cancer hereditario, y
los enfoques descritos en el presente documento pueden aplicarse a otras mutaciones de la linea germinal. Otros genes
relacionados con el cancer (por ejemplo, TP53 o BRCAI/2 y genes de reparaciéon de emparejamientos erréneos) también
pueden secuenciarse con NGS en plasma, y las mutaciones de linea germinal en estos genes pueden tener profundas
implicaciones clinicas. La presente divulgacién describe la presencia de una presunta mutacién de la linea germinal
mediante un algoritmo bicinformético que predice una mutacién de la linea germinal confirmada con un alto valor predictivo
positivo, una importante caracteristica de rendimiento diagnéstico para una prueba de inclusién.

El discernimiento de las variantes somaticas y de linea germinal en el ADNcf plasmético también puede influir en
la comprensién de la biologia del cancer. Con la NGS tumoral, puede ser dificil determinar si una variante de significado
desconocido en un oncogén representa una posible mutacién impulsora o un polimorfismo de linea germinal. En los casos
de NGS en plasma sin alta variacién en el nimero de copias, la presente divulgacion permite diferenciar entre estos dos
tipos de alteraciones genémicas con una sola muestra (de sangre), reduciendo asi el riesgo de que un polimorfismo de la
linea germinal se dirija terapéuticamente por error. Ademas, en los casos en los que se utiliza el genotipado plasmatico
en serie a lo largo del tiempo para controlar la respuesta y la resistencia a la terapia, la capacidad de distinguir las variantes
de la linea germinal y las somaticas en el ADNcf plasmatico puede facilitar el seguimiento preciso de los niveles de ADN
tumoral.

La carga de mutacién tumoral (TMB) es un biomarcador emergente para comprender la sensibilidad y la
resistencia a los inhibidores de puntos de control inmunitarios. Un mayor nimero de mutaciones dentro de un cancer
puede dar lugar a mas neoantigenos de superficie celular para la estimulacién inmunitaria. Sin embargo, puede ser dificil
calcular la carga mutacional utilizando la NGS tumoral porque los polimorfismos de la linea germinal pueden confundirse
con mutaciones sométicas potencialmente antigénicas. La presente divulgacién ofrece la posibilidad de superar este reto,
permitiendo distinguir bioinformaticamente las variantes de linea germinal de las somaticas e identificar mas claramente
las variantes somaticas antigénicas, reduciendo asi la posibilidad de que un polimorfismo de linea germinal se confunda
con una mutaciéon somética potencialmente antigénica.

El ADN de la linea germinal de un sujeto puede ser homocigético o heterocigético en cualquier locus genético.
Las mediciones en un locus pueden adoptar la forma de fracciones alélicas (FA), que miden la frecuencia con la que se
observa un alelo en una muestra. Por diversos motivos (incluidos, por ejemplo, errores en la secuenciacion del ADN), en
un conjunto de lecturas de secuencias generadas a partir de ADNcf de un sujeto no oncoldgico, los recuentos de lecturas
para una forma alélica (por ejemplo, una SNV) que se asigna a un locus genético para el que el sujeto es homocigoto
pueden no ser exactamente del 100%. Del mismo modo, el recuento de lecturas para una forma alélica que se
corresponde con un locus genético para el que el sujeto es heterocigoto puede no ser exactamente del 50%. Si un
individuo es homocigético en la linea germinal para una variante genética (que no coincide con el alelo en un genoma de
referencia, el porcentaje de llamadas de bases que llevan la variante genética sera normalmente cercano, pero no siempre
idéntico, al 100% de las llamadas. Del mismo modo, si un individuo es heterocigoto en la linea germinal para una variante
genética, el porcentaje de llamadas de bases que portan la variante genética serd normalmente cercano al 50%, pero
podria oscilar, por ejemplo, entre el 30% y el 70%. Las medidas en este rango son consistentes con la heterocigosidad
en el locus. Sin embargo, la mediciéon puede hacer que la determinacién sea ambigua. En este caso, se puede calificar
un genotipo en un locus de heterocigoto u homogencigoto con un cierto nivel de confianza o probabilidad.

En consecuencia, si un sujeto tiene cancer, y una variante genética de un locus se mide en un rango consistente
con la heterocigosidad, la confianza de que la variante es el resultado de una mutacién somatica puede disminuir en
comparacién con una medicién en un rango entre la homocigosidad y la heterocigosidad. Por ejemplo, una medicién en
el rango del 5% al 20% puede indicar que un locus contiene una variante genética en una cantidad demasiado alta para
ser contabilizada por homocigosis y demasiado baja para ser contabilizada por heterocigosis. Por lo tanto, es probable
que la medida sea el resultado de una mutacién somatica. Por el contrario, una medicién en torno al 40% puede indicar
heterocigosidad o puede indicar una abundancia de ADN que contiene una mutacién somatica (por ejemplo, si esa
mutacién somatica ha causado un tumor que ha aportado una gran cantidad relativa de ADN a la muestra).

Esta divulgacién proporciona, entre otras cosas, métodos para determinar si el origen de una variante genética
detectada en una muestra de ADN libre de células es mas probablemente de linea germinal (por ejemplo, representando
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heterocigosidad en la linea germinal), o soméatica (por ejemplo, de cancer). En particular, la presente divulgacién
proporciona métodos que utilizan FAs para hacer esta determinacion.

En algunas realizaciones, la presente divulgacién proporciona un método para identificar el origen germinal o
somatico de cada uno de una pluralidad de loci genémicos en ADN libre de células (ADNcf) de un sujeto con uno 0 mas
umbrales que pueden utilizarse para determinar si una variante en un locus es de origen germinal o somatico. Un umbral
ejemplar que puede utilizarse es un umbral de desviacion estandar (STDEV). Por ejemplo, el trabajador cualificado, tras
determinar una fraccion alélica cuantitativa (FA) para un locus genémico, puede determinar un STDEV para la medida de
FA. A medida que aumenta la variacién del nUmero de copias (CNV), es de esperar que también aumenten los STDEV.
Por lo tanto, se puede suponer que las STDEV bajas tienen una CNV baja, lo que facilita el procesamiento de esos datos.
Se puede utilizar un umbral STDEV para separar la CNV alta de la baja, lo que aumenta el poder predictivo del método.
Se puede utilizar un segundo umbral de FA en combinacién con el umbral de CNV o en sustitucién de éste. Dado que se
espera que las medidas de FA sean mayores en las variantes derivadas de la linea germinal que en las variantes
somaticas, las medidas de FA por encima de un umbral de FA pueden clasificarse como derivadas de la linea germinal,
mientras que las medidas de FA por debajo de un umbral de FA pueden clasificarse como derivadas de la linea somatica.
Los umbrales de FA ejemplares incluyen, pero no se limitan a, alrededor del 10%, alrededor del 11%, alrededor del 12%,
alrededor del 13%, alrededor del 14%, alrededor del 15%, alrededor del 16%, alrededor del 17%, alrededor del 18%,
alrededor del 19%, alrededor del 20%, alrededor del 21%, alrededor del 22%, alrededor del 23%, alrededor del 24%,
alrededor del 25%, alrededor del 26%, alrededor del 27%, alrededor del 28%, alrededor del 29%, alrededor del 30%,
alrededor del 31%, alrededor del 32%, alrededor del 33%, alrededor del 34% y alrededor del 35%. En algunas
realizaciones, el umbral de FA se determina empiricamente.

Los métodos aqui descritos también pueden utilizarse para determinar si un locus del ADNcf es de origen
germinal o somatico en funcidn de la respuesta al tratamiento. Por ejemplo, se puede obtener informacién de la secuencia
de un sujeto con cancer antes y después del tratamiento con una terapia contra el cancer. Si el cancer responde a la
terapia oncolégica, y una variante asociada al cancer en un locus es de origen soméatico, su FA deberia disminuir. Asi, se
puede medir la FA antes y después del tratamiento, y comparar esos valores, para determinar el origen somatico o
germinal. Sila medida de FA disminuye, la variante puede identificarse como de origen somatico. Si la medida de FA no
disminuye (es decir, permanece igual 0 aumenta), la variante puede identificarse como de origen germinal.

En algunas realizaciones, los métodos aqui descritos pueden usarse para determinar si los loci del ADNcf son
de origen somatico o de linea germinal clasificando los loci segun una clasificacién inicial de presunto origen somético,
presunto origen de linea germinal, u origen indeterminado. A continuacién, pueden determinarse medidas cuantitativas
de FA para los loci de cada bin con el fin de generar conjuntos de FA, que posteriormente se utilizan para generar
distribuciones de frecuencias para los loci de presunto origen somético o germinal. Las distribuciones pueden utilizarse
para establecer un valor umbral de FA, por ejemplo, un valor umbral no inferior a la mayor medida cuantitativa de FA entre
el conjunto de FA "presuntamente somaticas" y no superior a la menor medida cuantitativa de FA entre el conjunto de FA
"presuntamente de linea germinal". Asi, los loci de "origen indeterminado" pueden clasificarse como de linea germinal o
somaticos en funcién de si el FA de un locus esta por encima del valor umbral de FA (y es, por tanto, de linea germinal)
o por debajo del valor umbral de FA (y es, por tanto, soméatico). Alternativamente, cuando existe un solapamiento entre
una distribucién de frecuencias para medidas de FA "presuntamente soméaticas" y una distribuciéon de frecuencias para
medidas de FA "presuntamente de linea germinal", pueden determinarse dos valores umbral de tal manera que un primer
valor umbral de FA sea la medida cuantitativa de FA mas grande entre el conjunto de FA "presuntamente sométicas” y un
segundo valor umbral de FA sea la medida cuantitativa de FA mas pequefia entre el conjunto de FA "presuntamente de
linea germinal". En tales realizaciones, los loci con medidas cuantitativas de FA por debajo del umbral "presuntamente
somatico" se clasifican como somaticos, los loci con medidas cuantitativas de FA por encima del umbral "presuntamente
de linea germinal" se clasifican como de linea germinal, y los loci con medidas cuantitativas de FA por debajo del entre
los dos umbrales se clasifican como ambiguos. A estos loci ambiguos se les puede entonces, por ejemplo, asighar una
probabilidad para saber si son de origen germinal o somatico basandose en la posicién de su medida de FA en la
distribucién de frecuencias.

En algunas realizaciones, la presente divulgacioén proporciona un método para identificar el origen somético o de
linea germinal de un locus gendmico en ADNcf comparando una medida de FA de un locus gendmico en una muestra
con una o mas medidas de FA de variantes somaticas o de linea germinal conocidas. Si, por ejemplo, se utilizan medidas
de FA de variantes somaticas conocidas, los loci genémicos con medidas de FA que son similares (por ejemplo, dentro
del 30%, dentro del 25%, dentro del 20%, dentro del 15%, dentro del 10%, dentro del 9%, dentro del 8%, dentro del 7%,
dentro del 6%, dentro del 5%, dentro del 4%, dentro del 3%, dentro del 2%, dentro del 1%, o dentro del 0,1%) pueden
clasificarse como de origen somatico, mientras que los loci genémicos con medidas de FA que no son similares (por
ejemplo, no dentro del 30%, no dentro del 25%, no dentro del 20%, no dentro del 15%, no dentro del 10%, no dentro del
9%, no dentro del 8%, no dentro del 7%, no dentro del 6%, no dentro del 5%, no dentro del 4%, no dentro del 3%, no
dentro del 2%, no dentro del 1%, o no dentro del 0,1%), pueden clasificarse como de origen germinal. Del mismo modo,
si se utilizan medidas de variantes conocidas de la linea germinal, los loci genémicos con medidas de FA que son similares
(por ejemplo, dentro del 30%, dentro del 25%, dentro del 20%, dentro del 15%, dentro del 10%, dentro del 9%, dentro del
8%, dentro del 7%, dentro del 6%, dentro del 5%, dentro del 4%, dentro del 3%, dentro del 2%, dentro del 1%, o dentro
del 0,1%) pueden clasificarse como de origen de la linea germinal, mientras que los loci genémicos con medidas de FA
que no son similares (por ejemplo, no dentro del 30%, no dentro del 25%, no dentro del 20%, no dentro del 15%, no dentro
del 10%, no dentro del 9%, no dentro del 8%, no dentro del 7%, no dentro del 6%, no dentro del 5%, no dentro del 4%, no
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dentro del 3%, no dentro del 2%, no dentro del 1%, o no dentro del 0,1%), pueden clasificarse como de origen somético.
Las medidas de FA de variantes somaticas o de linea germinal conocidas pueden proceder de lecturas de secuenciacién
de ADNCcf del sujeto sometido a prueba o de una pluralidad de sujetos de control.

En algunas realizaciones, el ADN libre de células de un sujeto es secuenciado y una o mas variantes genéticas
son detectadas y cuantificadas. Por ejemplo, se determina la cantidad relativa de lecturas totales (nimero de recuentos
de lecturas) que corresponden a un locus que contiene la variante. Si la cantidad relativa es coherente con la homocigosis,
se puede tener una alta confianza en que la variante esta presente en la linea germinal. Dicha cantidad podria ser, por
ejemplo, superior al 95%, superior al 96%, superior al 97%, superior al 98%, superior al 99%, o al 100%. Esta llamada
puede compararse con un genotipo determinado para su confirmacion.

Si la cantidad relativa es inconsistente con un genotipo homocigoto o heterocigoto en el locus, se puede tener
una alta confianza en que la variante es el resultado de una mutacién somatica y no esté presente en la linea germinal.
Dicha cantidad podria ser, por ejemplo, inferior al 30%, inferior al 25%, inferior al 20%, inferior al 15%, inferior al 10%,
inferior al 9%, inferior al 8%, inferior al 7%, inferior al 6%, inferior al 5%, inferior al 4%, inferior al 3%, inferior al 2%, o
inferior al 1%. Una vez mas, esta llamada puede compararse con un genotipo determinado para su confirmacion.

Alternativamente, la cantidad relativa puede ser consistente con la heterocigosidad en el locus. Dicha cantidad
podria estar, por ejemplo, entre el 30% y el 70%, por ejemplo, entre el 40% y el 60%, entre el 45% y el 55%, entre el 46%
y el 54%, entre el 47% y el 53%, entre el 48% y el 52%, o entre el 49% y el 51%. En algunas realizaciones, se determina
el genotipo probable de la linea germinal (por ejemplo, obtenido a partir del ADNg) del sujeto en el locus. En algunas
realizaciones, el genotipo se compara con la identidad de la variante encontrada en el ADN libre de células. En ciertas
realizaciones, si el genotipo es homocigoto, entonces se puede concluir con alta confianza que la variante representa una
mutacién somatica, y muy probablemente en cantidades elevadas. Si se determina que el genotipo es heterocigoto, y la
variante coincide con uno de los alelos heterocigotos, entonces se puede concluir que la variante no es una mutacién
somatica, sino que representa la heterocigosidad en el genotipo de la linea germinal.

En algunas realizaciones, un genotipo homocigoto puede ser descartado con alta confianza pero un genotipo
heterocigoto no puede ser determinado con alta confianza, resultando en un genotipo potencialmente ambiguo. Por
ejemplo, la variante puede medirse en el ADN gendmico en un extremo del intervalo, por ejemplo, en el 30%. En tal caso,
es posible que no se pueda determinar, con un alto grado de confianza, si la cantidad de variante detectada en el ADNcf
es 0 no mas probable que represente una mutacién somatica o una heterocigosidad de la linea germinal. Dicha medida
puede surgir cuando en una muestra hay una abundancia de ADN que contiene la mutacién somatica debido, por ejemplo,
al rapido crecimiento de las células tumorales. Cabe sefialar que, en cualquier nivel de medicién, existe cierta probabilidad
de que una variante detectada en el ADN gendmico no represente heterocigosidad. Sin embargo, lo mas probable es que
entre el 30% y el 70% de la deteccion de una variante en la linea germinal represente heterocigosidad, y la variante
detectada en el ADNcf puede medirse en funcién de ésta.

En tales casos, se puede utilizar otra informacién de forma bayesiana para aumentar o disminuir la probabilidad
de que una variante en el ADNcf represente una mutacién somética o una heterocigosidad en la linea germinal. Por
ejemplo, los estudios de poblacién pueden indicar la prevalencia de una variante en la linea germinal de diversos grupos,
por ejemplo, basandose en la ascendencia genética. Asi, por ejemplo, si se tiene poca confianza en la determinacién de
un genotipo heterocigoto en un individuo, y la variante se encuentra con alta incidencia en las personas que comparten la
ascendencia genética del sujeto, entonces se puede determinar con mayor confianza que la persona es, de hecho,
heterocigota y que la variante en el ADNcf no representa una mutacién somatica. Por el contrario, si la variante sélo se
encuentra con una incidencia muy baja en las personas que comparten la ascendencia genética del sujeto, entonces se
puede determinar con mayor confianza que la persona no es heterocigota y que la variante en el ADNcf representa una
mutacién somética.

Esta divulgacién contempla varias formas de determinar si una cantidad (por ejemplo, de recuentos de lecturas)
es consistente o inconsistente con un genotipo heterocigoto. En algunas realizaciones, se utilizan valores de corte. Por
ejemplo, se puede establecer un limite del 30% del recuento total de lecturas para una variante genética concreta en un
locus. En algunas realizaciones, se presume que los valores por debajo de la cantidad de corte representan mutaciones
sométicas. En algunas realizaciones, los valores por encima de la cantidad de corte, y, tipicamente por debajo de un corte
para la homocigosidad, pueden presumirse consistentes con la heterocigosidad y, por lo tanto, requieren un anélisis
adicional antes de calificar la variante como una mutacién somética.

En algunas realizaciones, se utiliza una funcién probabilistica (por ejemplo, una funcién bayesiana) para calcular
una probabilidad de que una cantidad represente heterocigosidad. Las probabilidades por encima de ciertos niveles
pueden activar el genotipo de comparacion.

En algunas realizaciones, la determinacién de un genotipo se realiza como parte rutinaria del anélisis. En algunas
realizaciones, la determinacién de un genotipo se determina sélo si una abundancia de una variante es consistente con
una interpretacion de heterocigosidad.

En algunas realizaciones, los métodos de la presente divulgacién reducen las tasas de error y el sesgo que
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pueden ser érdenes de magnitud superiores a lo que se requiere para detectar de forma fiable alteraciones genémicas de
novo asociadas con el cancer. En algunas realizaciones, los métodos capturan primero la informacién genética recogiendo
muestras de fluidos corporales como fuentes de material genético (sangre, saliva, sudor, entre otros), seguido de la
secuenciacién de los materiales. Por ejemplo, los polinucledtidos de una muestra pueden secuenciarse, produciendo una
pluralidad de lecturas de secuencia. La carga tumoral en una muestra que comprende polinucleétidos puede estimarse
como una relacién como el niumero relativo de lecturas de secuencias que presentan una variante y el nimero total de
lecturas de secuencias generadas a partir de la muestra. Ademas, en el caso de las variantes del nimero de copias, la
carga tumoral puede estimarse como el exceso relativo (en el caso de la duplicacién de genes) o el déficit relativo (en el
caso de la eliminacién de genes) del nimero total de lecturas de secuencias en los loci de prueba y de control. Asi, por
ejemplo, una ejecucién puede producir 1000 lecturas asignadas a un locus oncogénico, de las cuales 900 corresponden
al tipo salvaje y 100 a un mutante cancerigeno, lo que indica una variante del nimero de copias en este gen. A
continuacion, se procesa la informacién genética y se identifican las variantes genéticas. Las variantes genéticas incluyen
variantes de secuencia, variantes de numero de copias y variantes de modificacion de nucleétidos. Una variante de
secuencia es una variaciébn en una secuencia genética de nucleétidos. Una variante del niUmero de copias es una
desviacién del tipo salvaje en el nimero de copias de una porcién de un genoma. Las variantes genéticas incluyen, por
ejemplo, variaciones de nucledtido unico (SNP), inserciones, deleciones, inversiones, transversiones, translocaciones,
fusiones génicas, fusiones cromosédmicas, truncamientos génicos, variaciones en el nimero de copias (por ejemplo,
aneuploidia, aneuploidia parcial, poliploidia, amplificacién génica), cambios anormales en las modificaciones quimicas de
los 4cidos nucleicos, cambios anormales en los patrones epigenéticos y cambios anormales en la metilacién de los acidos
nucleicos. A continuacién, el proceso determina la frecuencia de las variantes genéticas en la muestra que contiene el
material genético. Como este proceso es ruidoso, el proceso separa la informacién del ruido.

Los métodos de secuenciacion tienen tasas de error. Por ejemplo, el sistema mySeq de lllumina puede producir
porcentajes de error de un solo digito. Asi, para 1000 lecturas de secuencias asignadas a un locus, cabe esperar que
unas 50 lecturas (alrededor del 5%) incluyan errores. Ciertas metodologias, como las descritas en el documento WO
2014/149134 (Talasaz y Eltoukhy) pueden reducir significativamente la tasa de error. Los errores crean ruido que puede
oscurecer las sefiales de cancer presentes a bajos niveles en una muestra. Asi, si una muestra tiene una carga tumoral
a un nivel en torno a la tasa de error del sistema de secuenciacion, por ejemplo, en torno al 0,1%-5%, puede ser dificil
distinguir una sefial correspondiente a una variante genética debida al cdncer de otra debida al ruido.

El diagndstico del cdncer puede realizarse analizando las variantes genéticas, incluso en presencia de ruido. El
analisis puede basarse en la frecuencia de las variantes de secuencia o en el nivel de CNV y puede establecerse una
indicacién o un nivel de confianza en el diagnéstico para detectar variantes genéticas en el intervalo de ruido. A
continuacién, el proceso aumenta la confianza del diagnéstico. Esto puede hacerse utilizando una pluralidad de
mediciones para aumentar la confianza del diagnéstico, o alternativamente utilizando mediciones en una pluralidad de
puntos temporales para determinar si el cancer estd avanzando, en remisién o estabilizado. La confianza diagnéstica
puede utilizarse para identificar estados de enfermedad. Por ejemplo, los polinucleétidos libres de células tomados de un
sujeto pueden incluir polinucleétidos derivados de células normales, asi como polinucleétidos derivados de células
enfermas, como células cancerosas. Los polinucleétidos de las células cancerosas pueden presentar variantes genéticas,
como mutaciones somaticas celulares y variantes en el nimero de copias. Cuando se secuencian polinucleétidos libres
de células de una muestra de un sujeto, estos polinucledtidos cancerigenos se detectan como variantes de secuencia o
como variantes del nimero de copias. La cantidad relativa de polinucleétidos tumorales en una muestra de polinucleétidos
libres de células se denomina "carga tumoral".

Las mediciones de un parametro, estén o no en el intervalo de ruido, pueden proporcionarse con un intervalo de
confianza. Si se comprueba a lo largo del tiempo, se puede determinar si un cancer esta avanzando, estabilizado o en
remisién comparando los intervalos de confianza a lo largo del tiempo. Cuando los intervalos de confianza no se solapan,
esto indica la direccién de la enfermedad.

A continuacién, el proceso genera un Informe/Diagnéstico genético. El proceso recibe SNP de linea germinal y
mutaciones sométicas del cancer y marca las mutaciones somaticas del cancer y genera un informe para anotar las
mutaciones sométicas similar al analisis de la junta de tumores humanos y proporcionar opciones de tratamiento para ser
revisadas y aprobadas por el director del laboratorio.

Volviendo ahora al proceso para generar recomendaciones de la junta tumoral, en algunas realizaciones, el
sistema utiliza datos de SNV del portal cBio para los 68 genes en GH2.7, donde GH2.7 es el panel de Guardant Health y
los procesos de prueba relacionados publicados en febrero de 2015 (prueba GuardaneB0). El cBioPortal for Cancer
Genomics (http://cbioportal.org) ofrece un recurso web para explorar, visualizar, y analizar datos multidimensionales de
gendémica del cancer. El portal reduce los datos de perfiles moleculares de tejidos y lineas celulares cancerosos a eventos
genéticos, epigenéticos, de expresién génica, y protedmicos facilmente comprensibles. La interfaz de consulta combinada
con el almacenamiento de datos personalizado permite a los investigadores explorar de forma interactiva las alteraciones
genéticas en muestras, genes, y vias y, cuando estan disponibles en los datos subyacentes, vincularlas a los resultados
clinicos. El portal ofrece resimenes graficos de datos a nivel de genes procedentes de multiples plataformas, visualizacion
y analisis de redes, andlisis de supervivencia, consultas centradas en el paciente, y acceso a programas informaticos. El
sistema proporciona llamadas a nivel de variante asi como llamadas a nivel de muestra para determinar si el director 3
debe revisar la prueba en profundidad.
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Los métodos y sistemas aqui descritos permiten detectar numerosos tipos de cancer. Las células cancerosas,
como la mayoria de las células, pueden caracterizarse por una tasa de recambio, en la que las células viejas mueren y
son sustituidas por células nuevas. Generalmente, las células muertas, en contacto con la vasculatura de un sujeto
determinado, pueden liberar ADN o fragmentos de ADN en el torrente sanguineo. Lo mismo ocurre con las células
cancerosas en las distintas fases de la enfermedad. Las células cancerosas también pueden caracterizarse, en funcién
del estadio de la enfermedad, por diversas aberraciones genéticas, como la variacién del nimero de copias y las
mutaciones. Este fenémeno puede utilizarse para detectar la presencia o ausencia de individuos con cancer mediante los
métodos y sistemas aqui descritos.

En algunas realizaciones, los métodos de la presente divulgacion pueden utilizarse para diagnosticar una
enfermedad o afeccién como el cancer o una afeccién inflamatoria. El término "diagnéstico”, tal como se utiliza en el
presente documento, se refiere a los métodos mediante los cuales el trabajador especializado puede estimar y/o
determinar si un paciente padece o no una enfermedad o afeccién determinada. En algunas realizaciones, los métodos
de la presente divulgacién se pueden utilizar en el pronéstico si una enfermedad de una enfermedad o condicién tal como
cancer o una condicidén inflamatoria. El término "pronéstico", tal como se utiliza aqui, se refiere a la probabilidad de
progresion de una enfermedad o afeccién, incluida la recurrencia de una enfermedad o afeccién. En algunas realizaciones,
los métodos de la presente divulgacién pueden utilizarse para evaluar el riesgo de desarrollar una enfermedad o afeccién
como el cancer o una afeccién inflamatoria. En algunas realizaciones, los métodos de la presente divulgacion pueden
utilizarse para evaluar la eficacia del tratamiento de una enfermedad o afeccién como el cancer o una afeccién inflamatoria.
Por ejemplo, los métodos de la presente divulgacién pueden utilizarse antes y después de tratar a un paciente con la
enfermedad o afeccion (por ejemplo, antes y después de administrar un farmaco como un agente quimioterapéutico). En
algunas realizaciones, los métodos de la presente divulgacién pueden utilizarse para monitorizar la progresién o regresién
de una enfermedad o afeccién como el cancer o una afeccidén inflamatoria. Por ejemplo, los métodos de la presente
divulgacidén pueden realizarse en diferentes puntos temporales para monitorizar la progresiéon o regresién. En algunas
realizaciones, los métodos de la presente divulgacidén pueden utilizarse para identificar un compuesto para mejorar o tratar
una enfermedad o afeccidén como el cancer o una afeccién inflamatoria. Por ejemplo, los métodos de la presente
divulgacién pueden utilizarse antes y después de administrar el compuesto para determinar si el compuesto mejora o trata
la enfermedad.

Tal como se utiliza aqui, "tratar" una enfermedad o afeccién se refiere a tomar medidas para obtener resultados
beneficiosos o deseados, incluidos los resultados clinicos. Los resultados clinicos beneficiosos o deseados incluyen, entre
otros, el alivio o la mejora de uno o mas sintomas asociados a enfermedades o afecciones. Tal como se utiliza en el
presente documento, la "administraciéon" o "administracién de" un compuesto o un agente a un sujeto puede llevarse a
cabo utilizando uno de los diversos métodos conocidos por los expertos en la técnica. Por ejemplo, un compuesto o un
agente puede administrarse por via intravenosa, arterial, intradérmica, intramuscular, intraperitoneal, intravenosa,
subcutanea, ocular, sublingual, oral (por ingestién), intranasal (por inhalacién), intraespinal, intracerebral, y transdérmica
(por absorcién, por ejemplo, a través de un conducto cutaneo). Un compuesto o agente también puede introducirse
adecuadamente mediante dispositivos poliméricos recargables o biodegradables u otros dispositivos, por ejemplo,
parches y bombas, o formulaciones, que permiten la liberacién prolongada, lenta, o controlada del compuesto o agente.
La administracién también puede realizarse, por ejemplo, una vez, varias veces y/o durante uno o varios periodos
prolongados. En algunos aspectos, la administracion incluye tanto la administracién directa, incluida la autoadministracién,
como la administracién indirecta, incluido el acto de prescribir un farmaco. Por ejemplo, tal y como se utiliza en el presente
documento, un médico que indica a un paciente que se autoadministre un farmaco o que se lo administre otro y/o que
proporciona a un paciente una receta para un farmaco estad administrando el farmaco al paciente. En algunas
realizaciones, un compuesto o un agente se administra por via oral, por ejemplo, a un sujeto por ingestién, o por via
intravenosa, por ejemplo, a un sujeto por inyeccién. En algunas realizaciones, el compuesto o agente administrado por
via oral se encuentra en una formulacién de liberacién prolongada o lenta, o se administra utilizando un dispositivo para
dicha liberacién lenta o prolongada.

En algunas realizaciones, la sangre de sujetos con riesgo de cancer puede extraerse y prepararse como se
describe en el presente documento para generar una poblacién de polinucleétidos libres de células. En un ejemplo, podria
tratarse de ADN libre de células. Los sistemas y métodos de la divulgacién pueden emplearse para detectar mutaciones
o variaciones en el nimero de copias que puedan existir en determinados canceres presentes. El método puede ayudar
a detectar la presencia de células cancerosas en el organismo, a pesar de la ausencia de sintomas u otros signos
distintivos de la enfermedad.

Tal como se utiliza aqui, el término "cancer" incluye, pero no se limita a, varios tipos de neoplasias malignas, la
mayoria de las cuales pueden invadir los tejidos circundantes, y pueden hacer metastasis en diferentes lugares (véase,
por ejemplo, el Diccionario Médico PDR, 1.2 edicién (1995). Los términos "neoplasia” y "tumor" se refieren a un tejido
anormal que crece por proliferacién celular mas rapidamente de lo normal y que continla creciendo después de eliminar
el estimulo que inicié la proliferacion. Este tejido anormal muestra una falta parcial o total de organizacién estructural y de
coordinacién funcional con el tejido normal, que puede ser benigno (como un tumor benigno) o maligno (como un tumor
maligno). Algunos ejemplos de categorias generales de cancer son, entre otros, los carcinomas (tumores malignos
derivados de células epiteliales como, por ejemplo, las formas comunes de cadncer de mama, préstata, pulmdn y colon),
los sarcomas (tumores malignos derivados del tejido conjuntivo o células mesenquimales), linfomas (tumores malignos
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derivados de células hematopoyéticas), leucemias (tumores malignos derivados de células hematopoyéticas), y tumores
de células germinales (tumores derivados de células totipotentes, que en los adultos se encuentran con mayor frecuencia
en el testiculo o el ovario; en fetos, bebés y nifios pequefios, se encuentran con mayor frecuencia en la linea media del
cuerpo, sobre todo en la punta de la rabadilla), tumores blasticos (tumor tipicamente maligno que se asemeja a un tejido
inmaduro o embrionario) y similares. Ejemplos de los tipos de neoplasias que pretende abarcar la presente divulgacién
incluyen, pero no se limitan a, aquellas neoplasias asociadas con canceres de tejido neural, tejido hematopoyético, mama,
piel, hueso, préstata, ovarios, Utero, cuello uterino, higado, pulmén, cerebro, laringe, vesicula biliar, pancreas, recto,
paratiroides, tiroides, glandula suprarrenal, sistema inmunitario, cabeza y cuello, colon, estémago, bronquios, y/o rifiones.
En realizaciones particulares, los tipos y el nimero de canceres que pueden detectarse incluyen, pero no se limitan a,
canceres de sangre, canceres de cerebro, canceres de pulmén, canceres de piel, canceres de nariz, canceres de
garganta, canceres de higado, canceres de hueso, linfomas, canceres de pancreas, canceres de piel, canceres de
intestino, canceres de recto, canceres de tiroides, canceres de vejiga, canceres de rifién, canceres de boca, canceres de
estémago, tumores en estado sélido, tumores heterogéneos, tumores homogéneos y similares.

En algunas realizaciones, el sistema y los métodos pueden usarse para detectar cualquier nimero de
aberraciones genéticas que puedan causar o resultar de canceres. Pueden incluir, entre otros, mutaciones, indels,
variaciones del niumero de copias, transversiones, translocaciones, inversiones, deleciones, aneuploidias, aneuploidias
parciales, poliploidias, inestabilidad cromosémica, alteraciones de la estructura cromosdmica, fusiones génicas fusiones
cromosémicas, truncamientos génicos, amplificacion génica, duplicaciones génicas, lesiones cromosémicas, lesiones del
ADN, cambios anormales en las modificaciones quimicas de los acidos nucleicos, cambios anormales en los patrones
epigenéticos, cambios anormales en la metilacién de los &cidos nucleicos infeccién y cancer.

Ademas, los sistemas y métodos aqui descritos también pueden utilizarse para ayudar a caracterizar ciertos
canceres. Los datos genéticos producidos a partir del sistema y los métodos de esta divulgaciéon pueden permitir a los
profesionales ayudar a caracterizar mejor una forma especifica de cancer. A menudo, los canceres son heterogéneos
tanto en su composicién como en su estadificacion. Los datos del perfil genético pueden permitir la caracterizaciéon de
subtipos especificos de cancer que pueden ser importantes para el diagnéstico o el tratamiento de ese subtipo especifico.
Esta informacion también puede proporcionar al sujeto o al médico pistas sobre el pronédstico de un tipo especifico de
cancer.

En algunas realizaciones, los sistemas y métodos aqui proporcionados se utilizan para monitorizar canceres ya
conocidos, u otras enfermedades en un sujeto en particular. Esto puede permitir a un sujeto o a un profesional adaptar
las opciones de tratamiento en funcién de la evolucién de la enfermedad. En este ejemplo, los sistemas y métodos aqui
descritos pueden utilizarse para construir perfiles genéticos de un sujeto particular del curso de la enfermedad. En algunos
casos, los canceres pueden progresar, volviéndose més agresivos y genéticamente inestables. En otros ejemplos, los
canceres pueden permanecer benignos, inactivos o latentes. El sistema y los métodos de esta divulgacién pueden ser
Utiles para determinar la progresién de la enfermedad.

Ademas, los sistemas y métodos aqui descritos pueden ser Utiles para determinar la eficacia de una opcién de
tratamiento particular. En algunas realizaciones, las opciones de tratamiento exitosas pueden en realidad aumentar la
cantidad de variacién del nUmero de copias 0 mutaciones detectadas en la sangre del sujeto si el tratamiento tiene éxito,
ya que més canceres pueden morir y desprender ADN. En otras realizaciones, esto puede no ocurrir. En algunas
realizaciones, ciertas opciones de tratamiento se correlacionan con los perfiles genéticos de los canceres a lo largo del
tiempo. Esta correlacién puede ser Util a la hora de seleccionar una terapia. Ademas, si se observa que un cancer esta
en remision después del tratamiento, los sistemas y métodos aqui descritos pueden ser Utiles para monitorizar la
enfermedad residual o la recurrencia de la enfermedad.

Los métodos y sistemas aqui descritos no se limitan a la deteccién de mutaciones y variaciones del nimero de
copias asociadas Unicamente con canceres. Otras enfermedades e infecciones pueden dar lugar a otros tipos de
afecciones que pueden ser adecuadas para la deteccidn precoz y el seguimiento. Por ejemplo, en determinados casos,
los trastornos genéticos o las enfermedades infecciosas pueden provocar un determinado mosaicismo genético en un
sujeto. Este mosaicismo genético puede causar variaciones en el nimero de copias y mutaciones que podrian observarse.
En algunas realizaciones, el sistema y los métodos de la divulgacién también pueden utilizarse para monitorizar los
genomas de las células inmunitarias del organismo. Las células inmunitarias, como los linfocitos B, pueden experimentar
una rapida expansién clonal ante la presencia de determinadas enfermedades. Las expansiones clonales pueden
controlarse mediante la deteccién de variaciones en el nimero de copias y pueden controlarse determinados estados
inmunitarios. En este ejemplo, el analisis de la variaciéon del nimero de copias puede realizarse a lo largo del tiempo para
producir un perfil de cdmo puede estar progresando una enfermedad concreta.

En algunas realizaciones, los métodos de la presente divulgacién son aplicables a enfermedades o afecciones
autoinmunes o relacionadas con la inmunidad. Tal como se utiliza en el presente documento, "enfermedad o afeccién
autoinmune o relacionada con el sistema inmunitario” puede referirse a cualquier enfermedad, trastorno, o afeccién que
afecte al sistema inmunitario o esté asociada a él. Ejemplos de enfermedades o afecciones autoinmunes o relacionadas
con la inmunidad incluyen, entre otras, la inflamacién, el sindrome antifosfolipido, el lupus eritematoso sistémico, la artritis
reumatoide, la vasculitis autoinmune, la enfermedad celiaca, la tiroiditis autoinmune, la inmunizacién postransfusional, la
incompatibilidad materno-fetal, las reacciones a transfusiones, la deficiencia inmunoldgica como la deficiencia de IgA, la
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inmunodeficiencia comun variable, el lupus inducido por farmacos, diabetes mellitus, diabetes de tipo |, diabetes de tipo
I, diabetes juvenil, artritis reumatoide juvenil, artritis psorisica, esclerosis multiple, inmunodeficiencia, alergias, asma,
psoriasis, dermatitis atépica, dermatitis alérgica de contacto, enfermedades crénicas de la piel, esclerosis lateral
amiotréfica, lesiones inducidas por quimioterapia, enfermedades de injerto contra huésped, rechazo de trasplante de
médula 6sea, espondilitis anquilosante, eczema atédpico, pénfigo, enfermedad de Behcet's, sindrome de fatiga crénica,
fibromialgia, lesiones inducidas por la quimioterapia, miastenia gravis, glomerulonefritis, retinitis alérgica, esclerosis
sistémica, lupus eritematoso cutaneo subagudo, lupus eritematoso cuténeo, incluido el lupus eritematoso chilblain,
sindrome de Sjogren, nefropatia autoinmunitaria, vasculitis autoinmune, hepatitis autoinmune, carditis autoinmune,
encefalitis autoinmune, enfermedades hematolégicas mediadas por autoinmunidad, Ic-SSc (forma cuténea limitada de la
esclerodermia), dc-SSc (forma cutanea difusa de la esclerodermia), tiroiditis autoinmune (AT), enfermedad de Grave' s
(GD), miastenia grave, esclerosis multiple (MS), espondilitis anquilosante, rechazo de trasplantes, envejecimiento
inmunitario, enfermedades reuméaticas/autoinmunitarias, enfermedad mixta del tejido conjuntivo, espondiloartropatia,
psoriasis, artritis psoridsica, miositis, esclerodermia, dermatomiositis, vasculitis autoinmunitaria, enfermedad mixta del
tejido conjuntivo, purpura trombocitopénica idiopatica, enfermedad de Crohn, enfermedad adyuvante humana,
osteoartritis, artritis crénica juvenil, una espondiloartropatia, una miopatia inflamatoria idiopética, vasculitis sistémica,
sarcoidosis, anemia hemolitica autoinmune, trombocitopenia autoinmune, tiroiditis, enfermedad renal inmunomediada,
una enfermedad desmielinizante del sistema nervioso central o periférico, polineuropatia desmielinizante idiopatica,
sindrome de Guillain-Barré, polineuropatia desmielinizante inflamatoria crénica, enfermedad hepatobiliar, hepatitis
infecciosa o autoinmune crénica activa, cirrosis biliar primaria, hepatitis granulomatosa, colangitis esclerosante,
enfermedad inflamatoria intestinal, enteropatia sensible al gluten, enfermedad de Whipple, una enfermedad autoinmune
o inmunomediada de la piel, una enfermedad bullosa de la piel, eritema multiforme, rinitis alérgica, dermatitis atépica,
hipersensibilidad alimentaria, urticaria, una enfermedad inmunolégica del pulmén, neumonias eosinofilicas, fibrosis
pulmonar idiopatica, neumonitis por hipersensibilidad, una enfermedad asociada a un trasplante, rechazo de injerto o
enfermedad de injerto contra huésped, artritis psoridsica, psoriasis, dermatitis, polimiositis/dermatomiositis, necrélisis
epidérmica toxica, esclerodermia y esclerosis sistémicas, respuestas asociadas a la enfermedad inflamatoria intestinal,
enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, sindrome de dificultad respiratoria, sindrome de dificultad respiratoria del adulto
(ARDS), meningitis, encefalitis, uveitis, colitis, glomerulonefritis, afecciones alérgicas, eczema, asma, afecciones que
implican infiltraciéon de células T y respuestas inflamatorias crénicas, aterosclerosis, miocarditis autoinmune, deficiencia
de adhesidén de leucocitos, encefalomielitis alérgica, respuestas inmunitarias asociadas a hipersensibilidad aguda y
retardada mediada por citocinas y linfocitos T, tuberculosis, sarcoidosis, granulomatosis, incluida la granulomatosis de
Wegener, agranulocitosis, vasculitis (incluyendo ANCA), anemia aplasica, anemia de Diamond Blackfan, anemia
hemolitica inmune incluyendo anemia hemolitica autoinmune (AIHA), anemia perniciosa, aplasia pura de células rojas
(PRCA), deficiencia de Factor VIII, hemofilia A, neutropenia autoinmune, pancitopenia, leucopenia, enfermedades que
implican diapedesis de leucocitos, trastornos inflamatorios del sistema nervioso central (CNS), sindrome de lesién
multiorganica, misatenia gravis, enfermedades mediadas por complejos antigeno-anticuerpo, enfermedad de la
membrana basal antiglomerular, sindrome de anticuerpos antifosfolipidos, neuritis alérgica, enfermedad de Bechet,
sindrome de Castleman, sindrome de Goodpasture, sindrome miasténico de Lambert-Eaton, sindrome de Reynaud,
sindrome de Sjorgen, sindrome de Stevens-Johnson, penfigoide bulloso, pénfigo, polendocrinopatias autoinmunes,
enfermedad de Reiter, sindrome del hombre rigido, arteritis de células gigantes, nefritis por complejos inmunes, nefropatia
IgA, polineuropatias IgM o neuropatia mediada por IgM, purpura trombocitopénica idiopatica (ITP), purpura trombética
pulsatil (TTP), trombocitopenia autoinmune, enfermedades autoinmunes de testiculos y ovarios, como orquitis y ooforitis
autoinmunes, hipotiroidismo primario, enfermedades endocrinas autoinmunes, como tiroiditis autoinmune, tiroiditis crénica
(tiroiditis de Hashimoto), tiroiditis subcutanea, hipotiroidismo idiopético, enfermedad de Addison, enfermedad de Grave's,
sindromes poliglandulares autoinmunes (o sindromes de endocrinopatia poliglandular), sindrome de Sheehan, hepatitis
autoinmune, neumonitis intersticial linfoide (HIV), bronquiolitis obliterante (no trasplante) frente a NSIP, sindrome de
Guillain-Barré, vasculitis de grandes vasos (incluida la polimialgia reumatica y la arteritis de células gigantes (Takayasu'
s), vasculitis de vasos sanguineos medianos (incluida la enfermedad de Kawasaki y la poliarteritis nodosa), espondilitis
anquilosante, enfermedad de Berger (nefropatia IgA), glomeruloneftritis rapidamente progresiva, cirrosis biliar primaria,
esprue celiaco (enteropatia por gluten), crioglobulinemia, y esclerosis lateral amiotréfica (ALS). En ciertas realizaciones,
los métodos de la presente divulgacién son aplicables a afecciones inflamatorias que incluyen, entre otras, asma,
esclerosis multiple (por ejemplo, esclerosis multiple remitente recidivante y esclerosis multiple secundaria progresiva),
artritis (por ejemplo, artritis reumatoide, osteoartritis y artritis psoriasica), lupus eritematoso, y psoriasis.

En algunas realizaciones, los sistemas y métodos de la presente divulgacién pueden utilizarse para monitorizar
infecciones sistémicas propiamente dichas, como las que pueden ser causadas por un patégeno como una bacteria o un
virus. La variacién del nimero de copias o incluso la deteccién de mutaciones pueden utilizarse para determinar cémo
cambia una poblacion de patégenos durante el curso de la infeccién. Esto puede ser especialmente importante durante
las infecciones crénicas, como las infecciones por VIH/sida o hepatitis, en las que los virus pueden cambiar de estado de
ciclo vital y/o mutar a formas mas virulentas durante el curso de la infeccion.

En algunas realizaciones, el sistema y los métodos de esta divulgacion pueden utilizarse para monitorizar sujetos
trasplantados. Por lo general, los tejidos trasplantados sufren cierto grado de rechazo por parte del organismo en el
momento del trasplante. Los métodos de la presente divulgacion pueden utilizarse para determinar o perfilar las
actividades de rechazo del organismo huésped, ya que las células inmunitarias intentan destruir el tejido trasplantado.
Esto puede ser (til para controlar el estado del tejido trasplantado, asi como para modificar el curso del tratamiento o
prevenir el rechazo.
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Ademas, en algunas realizaciones, los métodos de la divulgacién pueden usarse para caracterizar la
heterogeneidad de una condicién anormal en un sujeto, comprendiendo el método generar un perfil genético de
polinucleétidos extracelulares en el sujeto, en el que el perfil genético comprende una pluralidad de datos resultantes de
andlisis de variaciéon de nimero de copias y de mutacién. En algunos casos, incluido el cancer pero sin limitarse a él, una
enfermedad puede ser heterogénea. Las células enfermas pueden no ser idénticas. En el ejemplo del céncer, se sabe
que algunos tumores comprenden diferentes tipos de células tumorales, algunas células en diferentes etapas del cancer.
En algunas realizaciones, la heterogeneidad comprende miultiples focos de enfermedad. De nuevo, en el ejemplo del
cancer, puede haber multiples focos tumorales, tal vez cuando uno o més focos son el resultado de metéstasis que se
han extendido desde un sitio primario.

Los métodos de la presente divulgacién pueden utilizarse para generar un perfil, huella dactilar o conjunto de
datos que sea una suma de informacién genética derivada de diferentes células en una enfermedad heterogénea. Este
conjunto de datos puede incluir anélisis de variacién del nimero de copias y de mutaciones, solos o combinados.

Ademas, los sistemas y métodos de la divulgacion pueden utilizarse para diagnosticar, pronosticar, monitorizar
u observar canceres u otras enfermedades de origen fetal. Es decir, estas metodologias pueden emplearse en un sujeto
embarazado para diagnosticar, pronosticar, monitorizar u observar canceres u otras enfermedades en un sujeto nonato
cuyo ADN vy otros polinucledtidos pueden co-circular con moléculas maternas. En algunas realizaciones, los sistemas y
métodos son Utiles para diagnosticar, pronosticar, monitorizar u observar una enfermedad o condicién prenatal o
relacionada con el embarazo. Tal como se utiliza aqui, el término "enfermedad o afeccidén prenatal o relacionada con el
embarazo” se refiere a cualquier enfermedad, trastorno, o afeccién que afecte a una mujer embarazada, un embrién, o
un feto. Las afecciones prenatales o relacionadas con el embarazo también pueden referirse a cualquier enfermedad,
trastorno, o afeccién que se asocie o surja, directa o indirectamente, como consecuencia del embarazo. Estas
enfermedades o afecciones pueden incluir todos y cada uno de los defectos de nacimiento, afecciones congénitas, o
enfermedades o afecciones hereditarias. Algunos ejemplos de enfermedades prenatales o relacionadas con el embarazo
son, entre otros, la enfermedad de Rhesus, la enfermedad hemolitica del recién nacido, la beta-talasemia, la determinacién
del sexo, la determinacidén del embarazo, un trastorno genético mendeliano hereditario, aberraciones cromosémicas, una
aneuploidia cromosémica fetal, trisomia cromosémica fetal, monosomia cromosémica fetal, trisomia 8, trisomia 13
(Sindrome de Patau), trisomia 16, trisomia 18 (Sindrome de Edwards), trisomia 21 (sindrome de Down), trastornos ligados
al cromosoma X, trisomia X (sindrome XXX), monosomia X (sindrome de Turner), sindrome XXY, sindrome XYY,
sindrome XYY, sindrome XXXY, sindrome XXYY, sindrome XYY, sindrome XXXXX, sindrome XXXXY, sindrome XXXYY,
sindrome XXYYY, sindrome X fragil, retraso del crecimiento fetal, fibrosis quistica, una hemoglobinopatia, muerte fetal,
sindrome alcohdlico fetal, anemia falciforme, hemofilia, sindrome de Klinefelter, dup(17)(p! 1.2pl.2), endometriosis,
enfermedad de Pelizaeus-Merzbacher, sindrome dup(22)(ql I.2ql 1.2), sindrome del ojo de gato, sindrome cri-du-chat,
sindrome de Wolf-Hirschhorn, sindrome de Williams-Beuren, enfermedad de Charcot-Marie-Tooth, neuropatia con
tendencia a las paralisis por presidén, sindrome de Smith-Magenis, neurofibromatosis, sindrome de Alagille, sindrome
velocardiofacial, sindrome de DiGeorge, deficiencia de esteroides sulfatasa, sindrome de Prader-Willi, sindrome de
Kallmann, microftalmia con defectos cutdneos lineales, hipoplasia suprarrenal, deficiencia de glicerol quinasa, enfermedad
de Pelizaeus-Merzbacher, factor determinante de los testiculos en Y, azospermia (factor a), azospermia (factor b),
azospermia (factor c), deleciéon Ip36, fenilcetonuria, enfermedad de Tay-Sachs, hiperplasia suprarrenal, anemia de
Fanconi, atrofia muscular espinal, distrofia muscular de Duchenne, distrofia muscular de Huntington, distrofia mioténica,
translocacién robertsoniana, sindrome de Angelman, esclerosis tuberosa, ataxia telangieltasia, espina bifida abierta,
defectos del tubo neural, defectos de la pared ventral, pequefio para la edad gestacional, citomegalovirus congénito,
acondroplasia, sindrome de MarfanSindrome de Marfan, hipotiroidismo congénito, toxoplasmosis congénita, deficiencia
de biotinidasa, galactosemia, enfermedad de la orina con olor a jarabe de arce, homocistinuria, deficiencia de acil Co-A
deshidrogenasa de cadena media, defectos congénitos estructurales, defectos cardiacos, extremidades anormales, pie
zambo, anencefalia, rinencefalia/holoprosencefalia, hidrocefalia, anoftalmos/microftalmos, anotia/microtia, transposicién
de grandes vasos, tetralogia de Fallot, sindrome del corazén izquierdo hipoplasico, coartaciéon de aorta, paladar hendido
sin labio leporino, labio leporino con o sin paladar hendido, atresia/estenosis esofagica con o sin fistula, atresia/estenosis
del intestino delgado, atresia/estenosis anorrectal, hipospadias, sexo indeterminado, agenesia renal, rifién quistico,
polidactilia preaxial, defectos de reduccién de las extremidades, hernia diafragmatica, ceguera, cataratas, problemas
visuales, hipoacusia, sordera, adrenoleucodistrofia ligada al cromosoma X, sindrome de Rett, trastornos lisosomales,
paralisis cerebral, autismo, aglosia, albinismo, albinismo ocular, albinismo oculocutaneo, diabetes gestacional,
malformacién de Arnold-Chiari, sindrome de CHARGE, hernia diafragmética congénita, braquidactilia, aniridia, pie y mano
hendidos, heterocromia, oreja de Dwarn, sindrome de Ehlers Danlos, epidermélisis bullosa, enfermedad de Gorham,
enfermedad de Hashimoto, hidropesia fetal, hipotonia, sindrome de Klippel-Feil, distrofia muscular, osteogénesis
imperfecta, progeria, sindrome de Smith Lemli Opitz, cromatelopsia, enfermedad linfoproliferativa ligada al cromosoma X,
onfalocele, gastrosquisis, preeclampsia, eclampsia, parto prematuro, nacimiento prematuro, aborto espontaneo, retraso
del crecimiento intrauterino, embarazo ectépico, hiperémesis gravidica, nduseas matutinas, o probabilidad de éxito de la
induccién del parto.

Ademas, en algunas realizaciones, los informes se envian y se accede a ellos electrénicamente a través de
Internet. En ciertas realizaciones, el analisis de los datos de la secuencia se realiza en un lugar distinto al del sujeto. El
informe se genera y se transmite al lugar donde se encuentra el sujeto. A través de un ordenador con conexion a Internet,
el sujeto accede a los informes que reflejan su carga tumoral.
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La informacién anotada puede ser utilizada por un proveedor de asistencia sanitaria para seleccionar otras
opciones de tratamiento farmacolégico y/o proporcionar informacién sobre opciones de tratamiento farmacolégico a una
compafiia de seguros. El método puede incluir la anotacién de las opciones de tratamiento farmacoldgico para una
afeccién en, por ejemplo, las Guias de Préactica Clinica en Oncologia de la NCCN o las guias de préactica clinica de la
Sociedad Americana de Oncologia Clinica (ASCO).

Las opciones de tratamiento farmacolégico estratificadas en un informe pueden anotarse en el informe
enumerando opciones adicionales de tratamiento farmacolégico. Un tratamiento farmacolégico adicional puede ser un
medicamento aprobado por la FDA para un uso en una indicacién no autorizada. Una disposicién de la Ley Omnibus de
Reconciliacién Presupuestaria (OBRA) de 1993 obliga a Medicare a cubrir los usos en una indicacién no autorizada de
los farmacos contra el cancer incluidos en los compendios médicos estdndar. Los farmacos utilizados para anotar las
listas pueden encontrarse en compendios aprobados por los CMS, incluidos el National Comprehensive Cancer Network
(NCCN) Drugs and Biologies Compendium", Thomson Micromedex DrugDex®, el compendio de farmacologia clinica de
Elsevier Gold Standard y el American Hospital Formulary Service-Drug Information Compendium®.

Las opciones de tratamiento farmacolégico pueden anotarse enumerando un farmaco experimental que puede
ser util en el tratamiento de un céncer con uno o mas marcadores moleculares de un estado particular. El farmaco
experimental puede ser un farmaco para el que se disponga de datos in vitro, datos in vivo, datos de modelos animales,
datos de ensayos preclinicos o datos de ensayos clinicos. Los datos pueden publicarse en la literatura médica revisada
por pares que se encuentra en las revistas enumeradas en el Manual de politicas de prestaciones de Medicare de los
CMS, incluidas, por ejemplo, American Journal of Medicine, Annals of Internal Medicine, Annals of Oncology, Annals of
Surgical Oncology, Biology of Blood and Marrow Transplantation, Blood, Bone Marrow Transplantation, British Journal of
Cancer, British Journal of Hematology, British Medical Journal, Cancer, Clinical Cancer Research, Drugs, European
Journal of Cancer (antes European Journal of Cancer and Clinical Oncology), Gynecologic Oncology, International Journal
of Radiation, Oncology, Biology, and Physics, The Journal of the American Medical Association, Journal of Clinical
Oncology, Journal of the National Cancer Institute, Journal of the National Comprehensive Cancer Network (NCCN),
Journal of Urology, Lancet, Lancet Oncology, Leukemia, The New England Journal of Medicine y Radiation Oncology.

Las opciones de tratamiento farmacolégico pueden anotarse proporcionando un enlace en un informe electrénico
que conecte un farmaco de la lista con informacién cientifica relativa al farmaco. Por ejemplo, se puede proporcionar un
enlace a informacidén sobre un ensayo clinico de un medicamento (clinicaltrials.gov). Si el informe se facilita a través de
un sitio web de ordenador o ordenador, el enlace puede ser una nota a pie de péagina, un hipervinculo a un sitio web, un
cuadro emergente, o un cuadro volante con informacién, etc. El informe y la informacién anotada pueden facilitarse en un
formulario impreso, y las anotaciones pueden ser, por ejemplo, una nota a pie de pagina de una referencia.

La informacién para anotar una o mas opciones de tratamiento farmacolégico en un informe puede ser
proporcionada por una entidad comercial que almacene informacién cientifica. Un profesional sanitario puede tratar a un
sujeto, como un paciente con cancer, con un farmaco experimental incluido en la informacién anotada, y el profesional
sanitario puede acceder a la opcidn de tratamiento farmacol6gico anotada, recuperar la informacidn cientifica (por ejemplo,
imprimir un articulo de una revista médica) y enviarla (por ejemplo, un articulo impreso de una revista) a una compaiiia
de seguros junto con una solicitud de reembolso por proporcionar el tratamiento farmacolégico. Los médicos pueden
utilizar cualquiera de los diversos cédigos de grupos relacionados por el diagnéstico (DRG) para permitir el reembolso.

Una opcidn de tratamiento farmacolégico en un informe también se puede anotar con informacién relativa a otros
componentes moleculares en una via a la que afecta un farmaco (por ejemplo, informacién sobre un farmaco que se dirige
a una quinasa corriente abajo de un receptor de superficie celular que es una diana farmacoldgica). La opcién de
tratamiento farmacolégico puede anotarse con informacién sobre farmacos dirigidos a uno 0 mas componentes de otras
vias moleculares. La identificaciéon y/o anotacién de la informacidn relacionada con las vias puede externalizarse o
subcontratarse a otra empresa.

La informacién anotada puede ser, por ejemplo, el nombre de un farmaco (por ejemplo, un farmaco aprobado
por la FDA para uso en una indicacién no autorizada; un farmaco que se encuentra en un compendio aprobado por la
CMS, y/o un farmaco descrito en un articulo de una revista cientifica (médica)), informacién cientifica relativa a una o méas
opciones de tratamiento farmacoldgico, uno o mas enlaces a informacién cientifica relativa a uno o més farmacos,
informacién de ensayos clinicos relativos a uno o mas farmacos (por ejemplo, informacién de clinicaltrials.gov/), uno o
mas enlaces a citas de informacién cientifica relativa a farmacos, etc.

La informacién anotada puede insertarse en cualquier lugar de un informe. La informacién anotada puede
insertarse en varios lugares de un informe. La informacién anotada puede insertarse en un informe cerca de una seccién
sobre opciones de tratamiento farmacolégico estratificado. La informacién anotada puede insertarse en un informe en una
pagina separada de las opciones de tratamiento farmacolégico estratificadas. Un informe que no contenga opciones
estratificadas de tratamiento farmacoldgico puede anotarse con informacién.

El sistema también puede incluir informes sobre los efectos de los farmacos en la muestra (por ejemplo, células
tumorales) aislada de un sujeto (por ejemplo, paciente con cancer). Puede establecerse un cultivo in vitro a partir de un
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tumor de un paciente con céncer utilizando diversas técnicas. El sistema también puede incluir el cribado de alto
rendimiento de farmacos no aprobados por la FDA o farmacos experimentales utilizando dicho cultivo in vitro y/o modelo
de xenoinjerto. El sistema también puede incluir la monitorizacién del antigeno tumoral para la deteccién de recurrencia.

El sistema puede proporcionar acceso por Internet a los informes de un sujeto con cancer. El sistema puede
utilizar un secuenciador de ADN portatil o un secuenciador de ADN de sobremesa. El secuenciador de ADN es un
instrumento cientifico utilizado para automatizar el proceso de secuenciacién del ADN. Dada una muestra de ADN, se
utiliza un secuenciador de ADN para determinar el orden de las cuatro bases: adenina, guanina, citosina, y timina. El
orden de las bases de ADN se presenta como una cadena de texto, denominada lectura. Algunos secuenciadores de ADN
también pueden considerarse instrumentos 4pticos, ya que analizan sefiales luminosas procedentes de fluorocromos
unidos a nucledtidos.

El secuenciador de ADN puede aplicar el método de secuenciacioén de Gilbert basado en la modificacién quimica
del ADN seguida de la escisién en bases especificas, o puede aplicar la técnica de Sanger que se basa en la terminacién
de la cadena de dideoxinucleétidos. EI método Sanger se popularizé debido a su mayor eficacia y baja radiactividad. El
secuenciador de ADN puede utilizar técnicas que no requieren la amplificacidon del ADN (reaccion en cadena de la
polimerasa - PCR), lo que acelera la preparacién de la muestra antes de la secuenciacién y reduce los errores. Ademas,
se recogen datos de secuenciaciébn de las reacciones provocadas por la adicibn de nucleétidos en la cadena
complementaria en tiempo real. Por ejemplo, los secuenciadores de ADN pueden utilizar un método denominado molécula
Unica en tiempo real (SMRT), en el que los datos de secuenciacidén se producen mediante la luz (captada por una camara)
emitida cuando se afiade un nucleétido a la cadena complementaria mediante enzimas que contienen colorantes
fluorescentes. Como alternativa, los secuenciadores de ADN pueden utilizar sistemas electrénicos basados en tecnologias
de deteccidén de nanoporos.

Los datos son enviados por los secuenciadores de ADN a través de una conexién directa o por internet a un
ordenador para su procesamiento. Los aspectos de procesamiento de datos del sistema pueden implementarse en
circuitos electrénicos digitales, o en hardware informatico, firmware, software, o en combinaciones de ellos. El aparato de
procesamiento de datos de la presente divulgacién puede implementarse en un producto de programa de ordenador
tangiblemente incorporado en un dispositivo de almacenamiento legible por maquina para su ejecucién por un procesador
programable; y los pasos del método de procesamiento de datos de la presente divulgacion pueden ser realizados por un
procesador programable que ejecuta un programa de instrucciones para realizar funciones de la presente divulgacién
operando sobre datos de entrada y generando salida. Los aspectos de procesamiento de datos de la presente divulgacion
pueden implementarse ventajosamente en uno o mas programas de ordenador que son ejecutables en un sistema
programable que incluye al menos un procesador programable acoplado para recibir datos e instrucciones desde y para
transmitir datos e instrucciones a un sistema de almacenamiento de datos, al menos un dispositivo de entrada y al menos
un dispositivo de salida. Cada programa informatico puede implementarse en un lenguaje de programacién de alto nivel
procedimental u orientado a objetos, o en lenguaje ensamblador o de maquina, si se desea; y, en cualquier caso, el
lenguaje puede ser un lenguaje compilado o interpretado. Los procesadores adecuados incluyen, a modo de ejemplo,
microprocesadores de propédsito general y especial. Generalmente, un procesador recibira instrucciones y datos de una
memoria de sélo lectura y/o de una memoria de acceso aleatorio. Los dispositivos de almacenamiento adecuados para
incorporar de forma tangible instrucciones y datos de programas informéticos incluyen todas las formas de memoria no
volatil, incluyendo, a modo de ejemplo, dispositivos de memoria semiconductores, como EPROM, EEPROM vy dispositivos
de memoria flash; discos magnéticos, como discos duros internos y discos extraibles; discos magneto-pticos; y discos
CD-ROM. Todo lo anterior puede complementarse con ASIC (circuitos integrados de aplicacién especifica) o incorporarse
a ellos.

Para permitir la interaccién con un usuario, la presente divulgacién puede implementarse utilizando un sistema
informatico que tenga un dispositivo de visualizacién, como un monitor o una pantalla LCD (pantalla de cristal liquido)
para mostrar informacién al usuario, y dispositivos de entrada mediante los cuales el usuario pueda proporcionar
informacién al sistema informatico, como un teclado, un dispositivo sefialador bidimensional, como un ratén o una bola
rastreadora, o un dispositivo sefialador tridimensional, como un guante de datos o un ratén giroscépico. El sistema
informatico puede programarse para proporcionar una interfaz grafica de usuario a través de la cual los programas
informaticos interactian con los usuarios. El sistema informatico puede programarse para proporcionar una interfaz de
visualizacion tridimensional de realidad virtual.

Muestras de Ensayo

Los métodos aqui divulgados pueden comprender el aislamiento de uno o mas polinucleétidos.

Un polinucleétido puede comprender cualquier tipo de &cido nucleico, como ADN y/o ARN. Por ejemplo, si un
polinucleétido es ADN, puede ser ADN gendémico, ADN complementario (ADNc), o cualquier otro &cido
desoxirribonucleico. Un polinucleétido también puede ser un acido nucleico libre de células, como el ADN libre de células
(ADNCcf). Por ejemplo, el polinucleétido puede ser ADNcf circulante. EI ADNcf circulante puede comprender ADN
desprendido de células corporales por apoptosis o necrosis. El ADNcf desprendido por apoptosis o necrosis puede
proceder de células corporales normales. Cuando se produce un crecimiento anormal del tejido, como en el caso del
cancer, puede desprenderse ADN tumoral. El ADNcf circulante puede comprender ADN tumoral circulante (ADNct). Como

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2991 960 T3

se describe en el presente documento, los métodos de la presente divulgacién permiten al trabajador cualificado
determinar si el origen de un locus genético (por ejemplo, una variante en un locus genético) es germinal o somatico a
partir del ADNcf, sin necesidad de informacién de secuencia separada del ADN genémico.

Un polinucledtido puede ser bicatenario o0 monocatenario. Alternativamente, un polinucleétido puede comprender
una combinacién de una porcién bicatenaria y una porcién monocatenaria.

Una muestra puede ser cualquier muestra biol6gica aislada de un sujeto. Por ejemplo, una muestra puede
comprender, sin limitacién, fluido corporal, sangre entera, plaquetas, suero, plasma, heces, glébulos rojos, glébulos
blancos o leucocitos, células endoteliales, biopsias de tejido, fluido sinovial, fluido linfatico, fluido de ascitis, liquido
intersticial o extracelular, el liquido que se encuentra en los espacios entre las células, incluido el liquido crevicular gingival,
médula 6sea, liquido cefalorraquideo, saliva, mucosa, esputo, semen, sudor, orina, liquido del cepillado nasal, liquido de
una citologia vaginal, o cualquier otro fluido corporal. Un fluido corporal puede incluir saliva, sangre, o suero. Por ejemplo,
un polinucleétido puede ser ADN libre de células aislado de un fluido corporal, por ejemplo, sangre o suero. Una muestra
también puede ser una muestra tumoral, que puede obtenerse de un sujeto por diversos enfoques, incluyendo, entre
otros, venopuncidn, excrecion, eyaculacion, masaje, biopsia, aspiracién con aguja, lavado, raspado, incisién quirdrgica, o
intervencién u otros enfoques. Una muestra puede ser una muestra libre de células (por ejemplo, que no contenga células).

Una muestra puede comprender un volumen de plasma que contenga moléculas de ADN libres de células. Una
muestra puede comprender un volumen de plasma suficiente para alcanzar una profundidad de lectura determinada. Un
volumen de plasma muestreado puede ser de al menos 0,5 mililitros (mL), 1 mL, 5 mL 10 mL, 20 mL, 30 mL, 0 40 mL. Un
volumen de plasma muestreado como méaximo de 0,5 mL, 1 mL, 5 mL 10 mL, 20 mL, 30 mL, o 40 mL. El volumen de
plasma muestreado puede ser de 5 a 20 mL. El volumen de plasma muestreado puede ser de 10 ml a 20 mL.

Una muestra puede comprender diversas cantidades de acido nucleico que contengan equivalentes gendémicos.
Por ejemplo, una muestra de unos 30 ng de ADN puede contener unos 10.000 (10*) equivalentes de genoma humano
haploide y, en el caso del ADNcf, unos 200.000 millones (2x10) de moléculas de polinucleétidos individuales. Del mismo
modo, una muestra de unos 100 ng de ADN puede contener unos 30.000 equivalentes de genoma humano haploide vy,
en el caso del ADNcf, unos 600.000 millones de moléculas individuales.

Una muestra puede comprender acidos nucleicos de diferentes fuentes. Por ejemplo, una muestra puede
comprender ADN de la linea germinal o ADN somético. Una muestra puede comprender acidos nucleicos portadores de
mutaciones. Por ejemplo, una muestra puede comprender ADN portador de mutaciones germinales y/o mutaciones
somaticas. Una muestra también puede comprender ADN portador de mutaciones asociadas al cancer (por ejemplo,
mutaciones somaticas asociadas al cancer). En algunas realizaciones, una muestra comprende uno 0 mas de: una
sustituciéon de una sola base, una variacién del nimero de copias, un indel, una fusién génica, una transversién, una
translocacién, una inversién, una delecién, una aneuploidia, una aneuploidia parcial, una poliploidia, una inestabilidad
cromosémica, alteraciones de la estructura cromosémica, fusiones cromosémicas, un truncamiento génico, una
amplificacién génica, una duplicaciéon génica, una lesién cromosémica, una lesién de ADN, cambios anormales en las
modificaciones quimicas del 4cido nucleico, cambios anormales en los patrones epigenéticos, cambios anormales en las
distribuciones de fragmentos de &cido nucleico (por ejemplo, cfDNA) a través de regiones gendmicas, cambios anormales
en las distribuciones de longitudes de fragmentos de acido nucleico (por ejemplo, cfDNA), y cambios anormales en la
metilacién del &cido nucleico.

Los métodos aqui descritos pueden comprender la obtencién de cierta cantidad de moléculas de acido nucleico,
por ejemplo, moléculas de é&cido nucleico libres de células a partir de una muestra. Por ejemplo, el método puede
comprender la obtenciéon de hasta aproximadamente 600 ng, hasta aproximadamente 500 ng, hasta aproximadamente
400 ng, hasta aproximadamente 300 ng, hasta aproximadamente 200 ng, hasta aproximadamente 100 ng, hasta
aproximadamente 50 ng, o hasta aproximadamente 20 ng de moléculas de acido nucleico libres de células a partir de una
muestra. El método puede comprender la obtencién de al menos 1 femtogramo (fg), al menos 10 fg, al menos 100 fg, al
menos 1 picogramo (pg), al menos 10 pg, al menos 100 pg, al menos 1 ng, al menos 10 ng, al menos 100 ng, al menos
150 ng, o al menos 200 ng de moléculas de acido nucleico libres de células. El método puede comprender la obtencién
de como maximo 1 femtogramo (fg), como méaximo 10 fg, como méximo 100 fg, como méximo 1 picogramo (pg), como
méaximo 10 pg, como maximo 100 pg, como méximo 1 ng, como maximo 10 ng, como maximo 100 ng, como maximo 150
ng, o como maximo 200 ng de moléculas de acido nucleico libres de células. El método puede comprender la obtencién
de 1 femtogramo (fg) a 200 ng, 1 picogramo (pg) a 200 ng, 1 ng a 100 ng, 10 ng a 150 ng, 10 ng a 200 ng, 10 ng a 300
ng, 10 ng a 400 ng, 10 ng a 500 ng, 10 ng a 600 ng, 10 ng a 700 ng, 10 ng a 800 ng, 10 ng a 900 ng, 0 10 ng a 1000 ng
de moléculas de acido nucleico libres de células. Una cantidad de moléculas de acido nucleico libres de células puede
ser equivalente a un nimero de copias del genoma haploide. Dado que una copia del genoma haploide tiene una masa
de unos 3,3 picogramos (pg), cada nanogramo (ng) de moléculas nucleicas libres de células puede equivaler a unas 300
copias del genoma haploide. Por ejemplo, 5 ng de moléculas de acido nucleico libres de células pueden equivaler a 1500
copias del genoma.

Un acido nucleico libre de células puede ser cualquier acido nucleico extracelular que no esté unido a una célula.

Un acido nucleico libre de células puede ser un acido nucleico circulante en la sangre. Alternativamente, un acido nucleico
libre de células puede ser un acido nucleico en otro fluido corporal divulgado en el presente documento, por ejemplo, la
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orina. Un acido nucleico libre de células puede ser un acido desoxirribonucleico ("ADN"), por ejemplo, ADN gendmico,
ADN mitocondrial, o un fragmento del mismo. Un acido nucleico libre de células puede ser un acido ribonucleico ("ARN"),
por ejemplo ARNm, ARN de interferencia corta (siARN), microARN (miARN), ARN circulante (ARNc), ARN de
transferencia (ARNt), ARN ribosémico (ARNr), ARN nucleolar pequefio (snoARN), ARN que interactia con Piwi (piARN),
ARN no codificante largo (ARNnc largo), o un fragmento del mismo. En algunos casos, un acido nucleico libre de células
es un hibrido ADN/ARN. Un &cido nucleico libre de células puede ser bicatenario, monocatenario, o un hibrido de los
mismos. Un acido nucleico libre de células puede liberarse al fluido corporal a través de la secrecién o de procesos de
muerte celular, por ejemplo, necrosis celular y apoptosis.

Un acido nucleico libre de células puede comprender una o mas modificaciones epigenéticas. Por ejemplo, un
acido nucleico libre de células puede estar acetilado, metilado, ubiquitilado, fosforilado, sumoilado, ribosilado, y/o
citrulinado. Por ejemplo, un acido nucleico libre de células puede ser ADN libre de células metilado.

ElI ADN libre de células suele tener una distribucién de tamafios de entre 110 y 230 nucleétidos, con una moda
de 168 nucledtidos. Un segundo pico menor detectado en los ensayos que cuantifican la longitud de la molécula de &cido
nucleico libre de células tiene un rango entre 240 y 440 nucleétidos. También hay picos adicionales de nucleétidos de
orden superior en longitudes mayores.

En algunas realizaciones de la presente divulgacién, los acidos nucleicos libres de células pueden tener como
méaximo 1000 nucleétidos (nt) de longitud, como maximo 500 nucledtidos de longitud, como maximo 400 nucleétidos de
longitud, como méximo 300 nucleétidos de longitud, como maximo 250 nucleétidos de longitud, como maximo 225
nucleétidos de longitud, como maximo 200 nucleétidos de longitud, como maximo 190 nucleétidos de longitud, como
méaximo 180 nucleétidos de longitud, como maximo 170 nucleétidos de longitud, como méximo 160 nucleétidos de
longitud, como méximo 150 nucleétidos de longitud, como maximo 140 nucleétidos de longitud, como maximo 130
nucleétidos de longitud, como méaximo 120 nucleétidos de longitud, como maximo 110 nucledtidos de longitud, o como
méaximo 100 nucleétidos de longitud.

En algunas realizaciones de la presente divulgacion, los acidos nucleicos libres de células pueden tener al menos
1000 nucledtidos de longitud, al menos 500 nucledtidos de longitud, al menos 400 nucleétidos de longitud, al menos 300
nucleétidos de longitud, al menos 250 nucleétidos de longitud, al menos 225 nucleétidos de longitud, al menos 200
nucleétidos de longitud, al menos 190 nucleétidos de longitud, al menos 180 nucleétidos de longitud, al menos 170
nucleétidos de longitud, al menos 160 nucleétidos de longitud, al menos 150 nucleétidos de longitud, al menos 140
nucleétidos de longitud, al menos 130 nucleétidos de longitud, al menos 120 nucleétidos de longitud, al menos 110
nucleétidos de longitud, o al menos 100 nucleétidos de longitud. Los &cidos nucleicos libres de células pueden tener entre
140 y 180 nucleétidos de longitud.

En algunas realizaciones de la presente divulgacién, los 4cidos nucleicos libres de células en un sujeto pueden
derivar de un tumor. Por ejemplo, el ADN libre de células aislado de un sujeto puede incluir ADN tumoral circulante
(ADNct). La secuenciacidn de nueva generacién permite detectar y medir mutaciones raras. La deteccién de mutaciones
relativas a la secuencia de la linea germinal en una fraccién de ADN libre de células puede indicar la presencia de ADNCct,
indicando asi la presencia de un tumor. La secuenciacién del ADN libre de células puede permitir la detecciéon de una
variante genética que se sabe que indica la presencia de cancer. Por ejemplo, la secuenciacién del ADN libre de células
puede permitir la deteccién de mutaciones en genes relacionados con el cancer.

Aislamiento y Extraccién

Los polinucleétidos libres de células pueden ser de origen fetal (a través de fluido tomado de un sujeto
embarazado), o pueden derivarse de tejido del propio sujeto. Los polinucleétidos libres de células pueden proceder de
tejido sano, de tejido enfermo, como tejido tumoral, o de un érgano trasplantado.

En algunas realizaciones, los polinucleétidos libres de células se derivan de una muestra de sangre o de una
fraccidén de la misma. Por ejemplo, se puede tomar una muestra de sangre (por ejemplo, de unos 10 a unos 30 mis) de
un sujeto, centrifugarla para eliminar las células, y utilizar el plasma resultante para la extraccién de ADNCcf.

El aislamiento y la extraccién de polinucledtidos pueden realizarse mediante la recogida de fluidos corporales
utilizando diversas técnicas. En algunos casos, la recogida puede comprender la aspiracién de un fluido corporal de un
sujeto utilizando una jeringa. En otros casos, la recogida puede realizarse mediante pipeteo o recogida directa del fluido
en un recipiente colector.

Después de la recoleccién del fluido corporal, los polinucleétidos pueden aislarse y extraerse utilizando una
variedad de técnicas utilizadas en el arte. En algunos casos, el ADN libre de células puede aislarse, extraerse y prepararse
utilizando kits disponibles en el mercado, como el protocolo Qiamp® Circulating Nucleic Acid Kit de Qiagen. En otros
ejemplos, puede utilizarse el protocolo del kit Qiagen Qubit™ dsDNA HS Assay, el kit Agilent™ DNA 1000 o el protocolo
TruSeq™ Sequencing Library Preparation; Low- Throughput (LT).

Generalmente, los polinucledétidos libres de células pueden ser extraidos y aislan de fluidos corporales a través
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de una etapa de particién en el que el ADN libre de células, como se encuentra en solucidn, se separa de las células y
otros componentes no solubles del fluido corporal. La separacién puede incluir, entre otras, técnicas como la centrifugacion
o la filtracién. En otros casos, es posible que las células no se separen primero del ADN libre de células, sino que se lisen.
Por ejemplo, el ADN gendémico de células intactas puede dividirse mediante precipitacién selectiva. La particidén de
muestras puede combinarse con el marcado de acidos nucleicos con identificadores (como identificadores que
comprenden cédigos de barras), o puede realizarse en un método sin el uso de un identificador. Una muestra puede
dividirse en particiones de forma que cada una de ellas pueda llevar un cédigo de barras independiente (por ejemplo, con
un codigo de barras Unico por particién), y los datos de secuenciaciéon de las particiones puedan recombinarse
posteriormente. Una muestra puede dividirse en particiones, y las moléculas de &cido nucleico marcarse de forma no
Unica entre si dentro de una particién, o entre particiones. En algunas realizaciones, una muestra puede dividirse en
particiones sin utilizar identificadores. En un ejemplo, una muestra de ADNcf se divide en 4 0 mas particiones, en las que
cada particién es una ubicacidén espacialmente direccionable. La preparacién de la muestra y la secuenciacion se realizan
en cada particiéon espacialmente direccionable, y la bicinformatica puede utilizar la ubicacién direccionable para seguir
identificando una molécula Unica. En un ejemplo, las moléculas de &cido nucleico pueden dividirse en particiones, por
ejemplo, que contengan diferentes tipos de moléculas de &cido nucleico (por ejemplo, acidos nucleicos bicatenarios como
el ADN y/o é&cidos nucleicos monocatenarios como el ARN y/o el ADN monocatenario). Los polinucleétidos libres de
células, incluido el ADN, pueden permanecer solubles y separarse del ADN gendmico insoluble y extraerse.
Generalmente, tras la adicién de tampones y otras etapas de lavado especificas de los distintos kits, el ADN puede
precipitarse mediante precipitacién con isopropanol. Pueden utilizarse otros pasos de limpieza, como columnas de silice
o perlas (como perlas magnéticas) para eliminar contaminantes o sales. Las etapas generales pueden optimizarse para
aplicaciones especificas. Los polinucleétidos portadores a granel no especificos, por ejemplo, pueden afiadirse a lo largo
de la reaccidn para optimizar ciertos aspectos del procedimiento, como el rendimiento.

En algunas realizaciones, una muestra de plasma es tratada para degradar la proteinasa K y el ADN es
precipitado con isopropanol y posteriormente capturado en una columna Qiagen. A continuacién, el ADN puede eluirse
(por ejemplo, utilizando 100 microlitros (W\) de eluyente, como agua o tampén de elucién Tris-EDTA (TE)). En algunas
realizaciones, una parte del ADN puede seleccionarse en funcién del tamafio (por ejemplo, ADN de 500 nucleétidos o
menos de longitud), por ejemplo, utilizando perlas de inmovilizacién reversible en fase sélida (SPRI), como las perlas
AgenCourt®AMPure®. En algunas realizaciones, el ADN puede resuspenderse en un volumen mas pequefio, como 30 u\
de agua, y comprobar la distribucién de tamafios del ADN (por ejemplo, para comprobar si hay un pico mayor en 166
nucleétidos y un pico menor en 330 nucledtidos). Aproximadamente 5 ng de ADN pueden equivaler a unos 1500
equivalentes de genoma haploide ("HGE").

Tras la extraccidn, las muestras pueden producir hasta 1 microgramo () de ADN, hasta 800 ng de ADN, hasta
500 ng de ADN, hasta 300 ng de ADN, hasta 250 ng de ADN, hasta 200 ng de ADN, hasta 180 ng de ADN, hasta 160 ng
de ADN, hasta 140 ng de ADN, hasta 120 ng de ADN, hasta 100 ng de ADN, hasta 90 ng de ADN, hasta 80 ng de ADN,
hasta 70 ng de ADN, hasta 60 ng de ADN, hasta 50 ng de ADN, hasta 40 ng de ADN, hasta 30 ng de ADN, hasta 20 ng
de ADN, hasta 10 ng de ADN, hasta 9 ng de ADN, hasta 8 ng de ADN, hasta 7 ng de ADN, hasta 6 ng de ADN, hasta 5
ng de ADN, hasta 4 ng de ADN, hasta 3 ng de ADN, hasta 2 ng de ADN, o hasta 1 ng de ADN.

Después de la extraccién, las muestras pueden producir al menos 1 ng de ADN, al menos 3 ng de ADN, al menos
5 ng de ADN, al menos 7 ng de ADN, al menos 10 ng de ADN, al menos 20 ng de ADN, al menos 30 ng de ADN, al menos
40 ng de ADN, al menos 50 ng de ADN, al menos 70 ng de ADN, al menos 100 ng de ADN, al menos 150 ng de ADN, al
menos 200 ng de ADN, al menos 250 ng de ADN, al menos 300 ng de ADN, al menos 400 ng de ADN, al menos 500 ng
de ADN, o al menos 700 ng de ADN.

Uno o mas de los &cidos nucleicos libres de células pueden aislarse de un fragmento celular de una muestra. En
algunos casos, uno o mas de los &cidos nucleicos libres de células se aislan de membrana, orgénulos celulares,
nucleosomas, exosomas, o nlcleo, mitocondrias, reticulo endoplasmico rugoso, ribosomas, reticulo endoplasmico liso,
cloroplastos, aparato de Golgi, cuerpos de Golgi, glicoproteinas, glicolipidos, cisternas, liposomas, peroxisomas,
glioxisomas, centriolo, citoesqueleto, lisosomas, cilios, flagelo, vacuola contractil, vesiculas, envolturas nucleares,
vacuolas, microtubulos, nucléolos, membrana plasmatica, endosomas, cromatinas, o una combinacién de los mismos.
Uno o més éacidos nucleicos libres de células pueden aislarse de uno o més exosomas. En algunos casos, uno o més de
los &cidos nucleicos libres de células se aislan de uno o més 4cidos nucleicos unidos a la superficie celular.

Purificacién del ADN libre de células puede realizarse utilizando cualquier metodologia, incluyendo, pero sin
limitarse a, el uso de kits comerciales y protocolos proporcionados por empresas como Sigma Aldrich, Life Technologies,
Promega, Affymetrix, IBI o similares. También puede haber kits y protocolos no comercializados.

Tras el aislamiento, en algunos casos, los polinucleétidos libres de células pueden premezclarse con uno o mas
materiales adicionales, como uno o més reactivos (por ejemplo, ligasa, proteasa, polimerasa) antes de la secuenciacién.

EI ADN libre de células puede secuenciarse con una profundidad de lectura suficiente para detectar una variante
genética con una frecuencia en una muestra tan baja como el 0,0005%. EI ADN libre de células puede secuenciarse con
una profundidad de lectura suficiente para detectar una variante genética con una frecuencia en una muestra tan baja
como el 0,001%. El ADN libre de células puede secuenciarse con una profundidad de lectura suficiente para detectar una
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variante genética con una frecuencia en una muestra tan baja como 1,0%, 0,75%, 0,5%, 0,25%, 0,1%, 0,075%, 0,05%,
0,025%, 0,01%, o 0,005%. Asi, la secuenciacién del ADN libre de células permite una deteccién muy sensible del cancer
en un sujeto.

Los métodos aqui descritos pueden utilizarse para detectar cdncer en un sujeto. EI ADN libre de células puede
secuenciarse en sujetos de los que no se sabe si tienen cancer, o de los que se sospecha que lo tienen, para diagnosticar
la presencia o ausencia de un cancer. La secuenciacién del ADN libre de células proporciona un método no invasivo para
la deteccién precoz del cancer o para la "biopsia" de un cancer conocido. El ADN libre de células puede secuenciarse en
sujetos diagnosticados de cancer para obtener informacién sobre éste. El ADN libre de células puede secuenciarse en
sujetos antes y después del tratamiento contra el cancer para determinar la eficacia del tratamiento.

Un sujeto puede ser sospechoso de tener cancer o puede no serlo. Un sujeto puede haber experimentado
sintomas compatibles con un diagnéstico de cancer. Un sujeto puede no haber experimentado ningln sintoma, o puede
haber mostrado sintomas no compatibles con el cdncer. Un sujeto puede haber sido diagnosticado con un cancer basado
en métodos de imagen biolégica. Un sujeto puede no tener un cancer detectable por métodos de imagen. Los métodos
de obtencién de imagenes pueden ser tomografia por emisiéon de positrones, resonancia magnética, rayos X, tomografia
axial computerizada, ultrasonidos, o una combinacién de los mismos.

Un sujeto puede presentar un cancer. Alternativamente, un sujeto puede no presentar un cancer detectable. En
algunos casos, un sujeto que no presenta un cancer detectable puede tener un cancer, pero no tener sintomas
detectables. Los sujetos de los que no se sabe sitienen cancer, o de los que se sospecha que lo tienen, pueden tener un
cancer no detectable mediante diversos métodos de cribado del cancer. La ausencia de cancer puede detectarse mediante
diversos métodos de diagnéstico por imagen. Los métodos de obtencién de imagenes pueden incluir, por ejemplo,
tomografia por emisién de positrones, resonancia magnética, rayos X, tomografia axial computerizada, endoscopia,
ultrasonidos, o una combinacién de los mismos. En el caso de un sujeto que no se sabe que tiene cancer o del que se
sospecha que lo tiene, pruebas como la biopsia de tejido, la aspiracién de médula ésea, las pruebas de Papanicolaou, las
pruebas de sangre oculta en heces, la deteccidén de biomarcadores proteicos, por ejemplo, la prueba del antigeno
prostatico especifico, la prueba de sangre de alfa-fetoproteina, o la prueba CA-125, 0 una combinacién de las mismas,
pueden indicar que un sujeto no tiene cancer, por ejemplo, no detectar cadncer en el sujeto. En otros casos, un sujeto que
no presenta un cancer detectable puede no tener ninglin cancer.

El sujeto puede tener mayor riesgo de padecer cancer que la poblacién general. El sujeto puede tener
antecedentes familiares de cancer. El sujeto puede tener fuentes genéticas conocidas de riesgo de cancer. El sujeto
puede haber estado expuesto a condiciones ambientales que se sabe que aumentan o causan el riesgo de cancer. Los
sujetos pueden ser pacientes cuyos Unicos factores de riesgo de cancer son la edad y/o el sexo. El sujeto puede no tener
factores de riesgo de cancer conocidos.

El sujeto puede haber sido diagnosticado de un cancer. El cancer puede estar en fase inicial o avanzada. El
cancer puede ser metastasico o no metastasico. Los tipos de cancer que se le pueden haber diagnosticado a un sujeto
incluyen, entre otros: carcinomas, sarcomas, linfomas, leucemias, tumores de células germinales y blastomas. Los tipos
de cancer que se le pueden haber diagnosticado a un sujeto incluyen, entre otros: Leucemia linfoblastica aguda (ALL),
Leucemia mieloide aguda, Carcinoma corticosuprarrenal, Leucemia mieloide aguda del adulto, Carcinoma de sitio primario
desconocido del adulto, Mesotelioma maligno del adulto, Canceres relacionados con el SIDA, Linfoma relacionado con el
SIDA, Céancer anal, Cancer de apéndice, Astrocitoma cerebeloso o cerebral infantil, Carcinoma basocelular, Cancer de
vias biliares, Cancer de vejiga, Tumor éseo, osteosarcoma/histiocitoma fibroso maligno, Céncer cerebral, Glioma de
tronco cerebral, Cancer de mama, Adenomas/carcinoides bronquiales, Linfoma de Burkitt, Tumor carcinoide, Carcinoma
de sitio primario desconocido, Linfoma del sistema nervioso central, Astrocitoma cerebeloso, Astrocitoma cerebral/Glioma
maligno, Cancer de cuello uterino, Leucemia mieloide aguda infantil, Cancer infantil de sitio primario desconocido,
Canceres infantiles, Astrocitoma cerebral infantil, Mesotelioma infantil, Condrosarcoma, Leucemia linfocitica crénica,
Leucemia mielégena crénica, Trastornos mieloproliferativos crénicos, Céancer de colon, Linfoma cutédneo de células T,
Tumor desmoplasico de células redondas pequefias, Cancer de endometrio, Cancer de Gtero endometrial, Ependimoma,
Hemangioendotelioma epiteliode (EHE), Cancer de esbdfago, Sarcoma de la familia de tumores de Ewing, Sarcoma de
Ewing 's sarcoma de la familia de tumores de Ewing, Tumor extracraneal de células germinales, Tumor extragonadal de
células germinales, Cancer de vias biliares extrahepaticas, Cancer de ojo, Melanoma intraocular, Cancer de vesicula
biliar, Cancer gastrico (de estémago), Carcinoide gastrico, Tumor carcinoide gastrointestinal, Tumor del estroma
gastrointestinal (GIST), Tumor trofoblastico gestacional, Glioma del tronco encefalico, Glioma, Leucemia de células
pilosas, Cancer de cabeza y cuello, Cancer de corazén, Céancer hepatocelular (higado), Linfoma de Hodgkin, Cancer
hipofaringeo, Glioma hipotalamico y de la via visual, Carcinoma de células de los islotes (pancreas endocrino), Sarcoma
de Kaposi, Céncer de rifidn (cancer de células renales), Cancer de laringe, Leucemia linfoblastica aguda (también
denominada leucemia linfocitica aguda), Leucemia mieloide aguda (también denominada leucemia mielégena aguda),
Leucemia linfocitica crénica (también llamada leucemia linfocitica crénica), Leucemias, Leucemia mielégena crénica
(también llamada leucemia mieloide crénica), Leucemia de células pilosas, Cancer de labio y cavidad oral, Liposarcoma,
Céncer de higado (primario), Cancer de pulmén, de células no pequefias, Cancer de pulmén, de células pequefias,
Linfoma (relacionado con el SIDA), Linfomas, Macroglobulinemia, Waldenstrom, Cancer de mama masculino, Histiocitoma
fibroso maligno 6seo/osteosarcoma, meduloblastoma, Melanoma, Céncer de células de Merkel, Cancer escamoso
metastasico de cuello con tumor primario oculto, Cancer de boca, Sindrome de neoplasia endocrina multiple infantil,
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Mieloma miultiple (cancer de la médula 6sea), Mieloma mudltiple/neoplasia de células plasmaticas, Micosis fungoide,
Sindromes mielodisplasicos, Enfermedades mielodisplasicas/mieloproliferativas, Leucemia mielégena crénica, Mixoma,
Céncer de cavidad nasal y senos paranasales, Carcinoma nasofaringeo, Neuroblastoma, Linfomas no Hodgkin, Cancer
de pulmén no microcitico, Oligodendroglioma, Cancer oral, Cancer orofaringeo, Osteosarcoma’/histiocitoma fibroso
maligno 6seo, Céncer de ovario, Cancer epitelial de ovario (tumor epitelial-estromal de superficie), Tumor de células
germinales de ovario, Tumor de ovario de bajo potencial maligno, Cancer de pancreas, Céancer de pancreas de células
de los islotes, Cancer de seno paranasal y cavidad nasal, Cancer de paratiroides, Cancer de pene, Céncer de faringe,
Feocromocitoma, Astrocitoma pineal, Germinoma pineal, Pineoblastoma y tumores neuroectodérmicos primitivos
supratentoriales, Adenoma hipofisario, Neoplasia de células plasmaticas/Mieloma multiple, Blastoma pleuropulmonar,
Linfoma primario del sistema nervioso central, Cancer de préstata, Cancer de recto, Carcinoma de células renales (cancer
de rifién), Cancer de células transicionales de pelvis renal y uréter, Retinoblastoma, Rabdomiosarcoma, Céncer de
glandulas salivales, Sindrome de Sezary, Cancer de piel (melanoma), Céancer de piel (no melanoma), Carcinoma de piel,
Células de Merkel, Cancer de pulmén microcitico, Cancer de intestino delgado, tejidos blandos Sarcoma, Carcinoma de
células escamosas, Cancer escamoso de cuello con primario oculto, metastasico, Céncer de estémago, Tumor
neuroectodérmico primitivo supratentorial, Linfoma cutdneo de células T, Céncer de testiculo, Cancer de garganta,
Timoma y carcinoma timico, Timoma, Cancer de tiroides, Cancer de células de transicién de pelvis renal y uréter, Uréter
y pelvis renal, cancer de células de transicién, Cancer de uretra, Sarcoma uterino, Cancer de vagina, Glioma de la via
visual y del hipotalamo, Glioma de la via visual y del hipotadlamo, infantil, Cancer de vulva, Macroglobulinemia de
Waldenstrom, y Tumor de Wilms (cancer de rifién).

El sujeto puede haber recibido previamente tratamiento para un cancer. El sujeto puede haber recibido
tratamiento quirdrgico, radioterapia, quimioterapia, terapia dirigida contra el cancer o inmunoterapia contra el cancer. El
sujeto puede haber sido tratado con una vacuna contra el cancer. El sujeto puede haber sido tratado con un tratamiento
experimental contra el cdncer. El sujeto puede no haber recibido un tratamiento contra el cancer. El sujeto puede estar en
remisién del cancer. El sujeto puede haber recibido previamente un tratamiento contra el cancer y no presentar ninglin
sintoma detectable.

Andlisis genético

Algunos métodos de secuenciacidén del ADN utilizan la captura de secuencias para enriquecer las secuencias de
interés. La captura de secuencias suele implicar el uso de sondas de oligonucleétidos que se hibridan con la secuencia
de interés. Una estrategia de conjunto de sondas puede consistir en colocar las sondas en mosaico a lo largo de una
regiéon de interés. Dichas sondas pueden tener, por ejemplo, entre 60 y 120 bases de longitud. El conjunto puede tener
una profundidad de aproximadamente 2x, 3x, 4x, 5x, 6x, 8x, 9x, IOx, 15%, 20x, 50x o més. La eficacia de la captura de
secuencias depende, en parte, de la longitud de la secuencia en la molécula diana que es complementaria (o casi
complementaria) a la secuencia de la sonda. Las moléculas de acido nucleico enriquecidas pueden ser representativas
de més de 5.000 bases del genoma humano, mas de 10.000 bases del genoma humano, méas de 15.000 bases del
genoma humano, mas de 20.000 bases del genoma humano, més de 25.000 bases del genoma humano, mas de 30.000
bases del genoma humano, méas de 35.000 bases del genoma humano, mas de 40.000 bases del genoma humano, més
de 45.000 bases del genoma humano, mas de 50.000 bases del genoma humano, mas de 60.000 bases del genoma
humano, més de 65.000 bases del genoma humano, mas de 70.000 bases del genoma humano,000 bases del genoma
humano, més de 55.000 bases del genoma humano, mas de 60.000 bases del genoma humano, més de 65.000 bases
del genoma humano, mas de 70.000 bases del genoma humano, mas de 75.000 bases del genoma humano, mas de
80.000 bases del genoma humano, mas de 85.000 bases del genoma humano, mas de 90.000 bases del genoma humano,
mas de 95.000 bases del genoma humano, o mas de 100.000 bases del genoma humano. Las moléculas de acido nucleico
enriquecidas pueden ser representativas de no mas de 5.000 bases del genoma humano, no mas de 10.000 bases del
genoma humano, no més de 15.000 bases del genoma humano, no méas de 20.000 bases del genoma humano, no mas
de 25.000 bases del genoma humano, no méas de 30.000 bases del genoma humano, no més de 35.000 bases del genoma
humano, no mas de 40.000 bases del genoma humano, no mas de 45.000 bases del genoma humano, no mas de 50,000
bases del genoma humano, no mas de 55.000 bases del genoma humano, no més de 60.000 bases del genoma humano,
no més de 65.000 bases del genoma humano, no méas de 70.000 bases del genoma humano, no mas de 75.000 bases
del genoma humano, no méas de 80.000 bases del genoma humano, no mas de 85.000 bases del genoma humano, no
mas de 90.000 bases del genoma humano, no mas de 95.000 bases del genoma humano, o no méas de 100.000 bases
del genoma humano. Las moléculas de acido nucleico enriquecidas pueden ser representativas de 5.000- 100.000 bases
del genoma humano, 5.000-50.000 bases del genoma humano, 5.000-30.000 bases del genoma humano, 10.000-
100.000 bases del genoma humano, 10.000-50.000 bases del genoma humano, o 10.000-30.000 bases del genoma
humano. Las moléculas de &cido nucleico enriquecidas pueden ser representativas de diversas caracteristicas del acido
nucleico, incluidas variantes genéticas como variantes de nucledtidos (SNV), variantes del numero de copias (CNV),
inserciones o deleciones (por ejemplo, indels), regiones nucleosémicas asociadas al cancer, fusiones de genes, e
inversiones.

Generalmente, los métodos y sistemas aqui proporcionados son Utiles para la preparaciéon de secuencias de
polinucleétidos libres de células para una reaccién de secuenciacién de aplicacion down-stream. El método de
secuenciacion puede ser una secuenciacién paralela masiva, es decir, secuenciar simultdineamente (o en répida sucesién)
cualquiera de al menos 100, 1000, 10.000, 100.000, 1 millén, 10 millones, 100 millones, 1.000 millones, o 10.000 millones
de moléculas de polinucleétidos. Los métodos de secuenciacién pueden incluir, entre otros: secuenciacién de alto
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rendimiento, pirosecuenciacién, secuenciacién por sintesis, secuenciacion de molécula Unica, secuenciacién por
nanoporos, secuenciacion por semiconductores, secuenciacién por ligacién, secuenciacién por hibridacién, RNA- Seq
(lllumina), Digital Gene Expression (Helicos), Next generation sequencing, secuenciacion de molécula Unica por sintesis
(SMSS) (Helicos), secuenciacién masiva en paralelo, Clonal Single Molecule Array (Solexa), secuenciaciéon shotgun,
secuenciacién Maxam-Gilbert o Sanger, primer walking, secuenciacién mediante plataformas PacBio, SOLID, lon Torrent
o Nanopore y cualquier otro método de secuenciacién conocido en la técnica.

Los fragmentos polinucleotidicos individuales de una muestra de &cido nucleico gendémico (por ejemplo, una
muestra de ADN gendmico) pueden identificarse de forma Unica marcandolos con identificadores no Unicos, por ejemplo,
marcando de forma no Unica los fragmentos polinucleotidicos individuales.

Panel de secuenciacién

Para mejorar la probabilidad de detectar mutaciones indicadoras de tumores, la regién de ADN secuenciada
puede comprender un panel de genes o regiones gendmicas. La seleccién de una regién limitada para la secuenciacién
(por ejemplo, un panel limitado) puede reducir la secuenciacidén total necesaria (por ejemplo, una cantidad total de
nucleétidos secuenciados. Un panel de secuenciacion puede dirigirse a una pluralidad de genes o regiones diferentes
para detectar un Unico cancer, un conjunto de canceres, o todos los canceres.

En algunos aspectos, se selecciona un panel dirigido a una pluralidad de genes o regiones gendmicas diferentes
de manera que una proporcién determinada de sujetos que tienen un cancer presenten una variante genética o marcador
tumoral en uno 0 mas genes o regiones gendmicas diferentes del panel. El panel puede seleccionarse para limitar una
regiéon de secuenciacién a un numero fijo de pares de bases. El panel puede seleccionarse para secuenciar una cantidad
deseada de ADN. El panel puede seleccionarse para conseguir la profundidad de lectura deseada. El panel puede
seleccionarse para lograr una profundidad de lectura de secuencia o una cobertura de lectura de secuencia deseada para
una cantidad de pares de bases secuenciados. El panel puede seleccionarse para alcanzar una sensibilidad teérica, una
especificidad teérica y/o una precisién tebrica para detectar una o més variantes genéticas en una muestra.

Las sondas para la deteccién del panel de regiones pueden incluir aquellas para la deteccién de regiones
hotspots, asi como sondas conscientes del nucleosoma (por ejemplo, los codones 12 y 13 de KRAS) y pueden disefiarse
para optimizar la captura basandose en el andlisis de la cobertura del ADNcf y la variaciéon del tamafio del fragmento
afectada por los patrones de unién del nucleosoma y la composiciéon de la secuencia GC. Las regiones aqui utilizadas
también pueden incluir regiones no hotspot optimizadas en funcién de las posiciones de los nucleosomas y los modelos
de GC. El panel puede comprender una pluralidad de subpaneles, incluidos los subpaneles para identificar el tejido de
origen (por ejemplo, el uso de la literatura publicada para definir 50-100 cebos que representan genes con el perfil de
transcripcién mas diverso en los tejidos (no necesariamente promotores)), el andamiaje del genoma completo (por
ejemplo, para identificar el contenido genémico ultraconservador y formar mosaicos dispersos en los cromosomas con un
pufiado de sondas con el fin de alinear las bases del nimero de copias), sitios de inicio de la transcripcién (TSS)/islas
CpG (por ejemplo, para capturar regiones metiladas diferenciales (por ejemplo, regiones metiladas diferencialmente
(DMR)) en, por ejemplo, los promotores de genes supresores de tumores (por ejemplo, SEPT9/VIM en el cancer
colorrectal)). En algunas realizaciones, los marcadores de un tejido de origen son marcadores epigenéticos especificos
de un tejido.

En la Tabla 1 y la Tabla 2 se pueden encontrar listados ejemplares de localizaciones genémicas de interés. En
algunas realizaciones, las regiones gendmicas utilizadas en los métodos de la presente divulgacién comprenden al menos
una porcién de al menos 5, al menos 10, al menos 15, al menos 20, al menos 25, al menos 30, al menos 35, al menos 40,
al menos 45, al menos 50, al menos 55, al menos 60, al menos 65, al menos 70, al menos 75, al menos 80, al menos 85,
al menos 90, al menos 95, 0 97 de los genes de la Tabla 1. En algunas realizaciones, las regiones genémicas utilizadas
en los métodos de la presente divulgacién comprenden al menos 5, al menos 10, al menos 15, al menos 20, al menos 25,
al menos 30, al menos 35, al menos 40, al menos 45, al menos 50, al menos 55, al menos 60, al menos 65, o 70 de los
SNV de la Tabla 1. En algunas realizaciones, las regiones gendmicas utilizadas en los métodos de la presente divulgacion
comprenden al menos 1, al menos 2, al menos 3, al menos 4, al menos 5, al menos 6, al menos 7, al menos 8, al menos
9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14, al menos 15, al menos 16, al menos 17, 0 18 de las
CNV de la Tabla 1. En algunas realizaciones, las regiones gendmicas utilizadas en los métodos de la presente divulgacién
comprenden al menos 1, al menos 2, al menos 3, al menos 4, al menos 5, 0 6 de las fusiones de la Tabla 1. En algunas
realizaciones, las regiones gendmicas utilizadas en los métodos de la presente divulgacién comprenden al menos una
porcién de al menos 1, al menos 2, 0 3 de los indels de la Tabla 1. En algunas realizaciones, las regiones genémicas
utilizadas en los métodos de la presente divulgacién comprenden al menos una porcién de al menos 5, al menos 10, al
menos 15, al menos 20, al menos 25, al menos 30, al menos 35, al menos 40, al menos 45, al menos 50, al menos 55, al
menos 60, al menos 65, al menos 70, al menos 75, al menos 80, al menos 85, al menos 90, al menos 95, al menos 100,
al menos 105, al menos 110, o0 115 de los genes de la Tabla 2. En algunas realizaciones, las regiones genémicas utilizadas
en los métodos de la presente divulgacién comprenden al menos 5, al menos 10, al menos 15, al menos 20, al menos 25,
al menos 30, al menos 35, al menos 40, al menos 45, al menos 50, al menos 55, al menos 60, al menos 65, al menos 70,
o0 73 de los SNV de la Tabla 2. En algunas realizaciones, las regiones genémicas utilizadas en los métodos de la presente
divulgacién comprenden al menos 1, al menos 2, al menos 3, al menos 4, al menos 5, al menos 6, al menos 7, al menos
8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14, al menos 15, al menos 16, al menos
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17, 0 18 de las CNVs de la Tabla 2. En algunas realizaciones, las regiones genémicas utilizadas en los métodos de la
presente divulgacién comprenden al menos 1, al menos 2, al menos 3, al menos 4, al menos 5, 0 6 de las fusiones de la
Tabla 2. En algunas realizaciones, las regiones gendmicas utilizadas en los métodos de la presente divulgacion
comprenden al menos una porcién de al menos 1, al menos 2, al menos 3, al menos 4, al menos 5, al menos 6, al menos
7, al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14, al menos 15, al menos 16,
al menos 17, 0 18 de las indels de la Tabla 2. Cada una de estas localizaciones genémicas de interés puede identificarse
como una regién troncal o una regién caliente para un determinado panel de cebos. En la Tabla 3 figura una lista de
ejemplos de puntos calientes genémicos de interés. En algunas realizaciones, las regiones genémicas utilizadas en los
métodos de la presente divulgacion comprenden al menos una porcién de al menos 1, al menos 2, al menos 3, al menos
4. al menos 5, al menos 6, al menos 7, al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al
menos 14, al menos 15, al menos 16, al menos 17, al menos 18, al menos 19, o al menos 20 de los genes de la Tabla 3.
Cada regién gendmica de interés se enumera con varias caracteristicas, como el gen asociado, el cromosoma en el que
reside, la posicién de inicio y fin del genoma que representa el locus del gen, la longitud del locus del gen en pares de
bases, los exones cubiertos por el gen y la caracteristica critica (por ejemplo, el tipo de mutacién) que una determinada
regiéon genémica de interés puede tratar de captar.
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Tabla 3

Gen Cromumonms 5;;‘2:?‘:;“ 2::?:;:3 (g 'ii}:)wm ! ga;;ﬁsg;ﬁs}g Rusge Critics
ALK chr? 20446405 (20446655 (250 wivint 19 | Pasidn
ALK chr2 20446062 29446197 (135 mtrdn 200 | Fasion
ALK chr2 29446108 20446404 1206 20 Fasion
ALK chrl 20447353 129447473 1120 wivdn 19 |y
ALK chr2 29447614 129448316 (T2 mirdn 1Y | pasion
ALK chr2 20448317 20448441 1124 19 Fusidn
ALK chr2 20449366 |29449777 (411 mivde 18 | Puadn
ALK chr2 20449778 120449050 (172 18 Fusidn
BRAF  [chr7? 140453064 | 140453203 {139 15 BRAF VodG
CTNNBL|chr3 41266007 141266254 1247 3 S37
EGFR  [chr7 55240528 55240827 299 I8 ¥ 19 G719 vy delesiones
EGER  [chr7 55241603 (535241740 (143 20 frmerciones T7O0M
EGHR [chr7 55242404 55242523 (119 21 LEB3SRR
ERBB2 |chri7 378R0952 |37881174 222 20 hemeroiones

V534, P335, L5306,
ESR1 chr6 152419857 152420111 {254 10 Y537, D538
FGFR2  |chrid) 123279482 1123279693 1211 6 S252
GATA3 |chrio Q111426 8111571 {145 5 S8/ indels
GATA3 |chri(d R115692  |R116002 {310 6 SS / Indels
GONAS  |chr20 57484395 | 57484488 {93 8 R844
IBH1 chr2 209113083 1209113394 {311 4 Ri32
IDH2 chris SO631809 |D063 1989 {180 4 R140, Ri72
KT chrd 55524171 |55524258 |RY 1
KT chrd 55361667 |35561957 260 2
KIT chrd 55564439 |35564741 {302 3
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(continuacién)

KIT chrd 55565783 (555635942 {157 4
KIT chrd 35569879 {535570068 (189 3
KIT chrd 55573253 55573463 210 6
KIT chrd 85575579 {535575719 {140 7
KIT chrd S5585730 [535589874 1135 8
KIT chrd 55592012 155592226 {244 9
KIT chrd SO593373 INNSU3TIR (345 10 v 11 {557, 559, 560, 576
KIT chrd 53593978 155594297 {319 12 % 13 1V6Sd
KIT chrd S5595490 35595661 {171 14 T670, 8709
KIT chrd 55597483 155597595 {112 15 D716
KIT chrd 55598026 155598174 148 16 1.783
CRO9, RB15, DR16
1818, D820, SK21F,

KIT chrd 55590225 (55599368 (143 17 NR22, Y823
KIT chrd 85602053 [5S5602785 {132 18 AB29P
KIT chrd S5602876 [S5602596 {120 19
KIT chrd 55603330 [5356034536 {126 20
KIT chrd 55604584 [35604733 {149 21
KERAS  |chri2 25378537 [2537R7I7 {180 4 Ald6
KRAS  |chri2 25380157 [25380356 {199 3 Q61
KRAS |chri2 25398197 [25398328 {131 2 Gi12/G1i3

13, 14,

fairda 13,
MET chr7 116411535 1116412255720 mirdn 14 [ MET sondn 14 88
NRAS |chrl 115256410 | 115256609 | 199 3 Q61
NRAS  [cbrl FIS2SE660 115258791 {131 2 G12/Gi3
PIK3CA |chr3 178935987 [ 178930132 {145 10 E345K
PIK3CA |chi3 78051871 178052162 {291 21 HO47R

29




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2991 960 T3

(continuacién)

PTEN chri 86270 [8ROYANIR {259 5 R130

SMAD4 |chriB 48604616 (48604849 1233 12 D337

TERT  |chrd 1294841 1205512 {671 projotay chr5 1295228
P33 chri? 7573916 (7574043 (127 L1 Q331, R337, R342
TP33 ehel? TSTI008  {7ST77I6S (157 & R273

TP53 chri? T577488  [737761R 130 7 R248

TP33 chrel7 7578127 [757R289 (172 5! R213/Y220

TP53 chri? TVE360  [7RTRS04 1204 5 RI75 Aelociones
TP33 chrl7 T379301 (V579600 (299 4

16330

{izoh. fotal

e sonda)

En algunas realizaciones, la una o més regiones en el panel comprenden uno o mas loci de uno o una pluralidad
de genes para detectar cancer residual después de la cirugia. Esta deteccién puede ser més temprana de lo que permiten
los métodos actuales de deteccién del cdncer. En algunas realizaciones, la una o mas regiones del panel comprenden
uno o mas loci de uno o una pluralidad de genes para detectar cancer en una poblacién de pacientes de alto riesgo. Por
ejemplo, los fumadores tienen tasas de cancer de pulmdn mucho mas elevadas que la poblacién general. Ademés, los
fumadores pueden desarrollar otras afecciones pulmonares que dificultan la deteccién del cancer, como la aparicién de
nédulos irregulares en los pulmones. En algunas realizaciones, los métodos aqui descritos detectan el cancer en pacientes
de alto riesgo antes de lo que permiten los métodos existentes de deteccién del cancer.

Una regién puede seleccionarse para su inclusién en un panel de secuenciacién basandose en un nimero de
sujetos con un cancer que tienen un marcador tumoral en ese gen o regién. Una regién puede seleccionarse para su
inclusién en un panel de secuenciacién basandose en la prevalencia de sujetos con un cancer y un marcador tumoral
presente en ese gen. La presencia de un marcador tumoral en una regién puede ser indicativa de que un sujeto padece
cancer.

En algunos casos, el panel puede seleccionarse utilizando informacién de una o méas bases de datos. La
informacién relativa a un cancer puede proceder de biopsias de tumores cancerosos o de ensayos de ADNcf. Una base
de datos puede comprender informacién que describa una poblacién de muestras tumorales secuenciadas. Una base de
datos puede incluir informacién sobre la expresién de ARNm en muestras tumorales. Una base de datos puede incluir
informacién sobre elementos reguladores en muestras tumorales. La informacién relativa a las muestras tumorales
secuenciadas puede incluir la frecuencia de diversas variantes genéticas y describir los genes o regiones en los que se
producen las variantes genéticas. Las variantes genéticas pueden ser marcadores tumorales. Un ejemplo no limitativo de
este tipo de base de datos es COSMIC. COSMIC es un catalogo de mutaciones somaticas encontradas en diversos tipos
de cancer. Para un cancer concreto, COSMIC clasifica los genes en funcidn de la frecuencia de mutacién. Un gen puede
ser seleccionado para su inclusién en un panel por tener una alta frecuencia de mutacién dentro de un gen determinado.
Por ejemplo, COSMIC indica que el 33% de una poblacién de muestras secuenciadas de cancer de mama tiene una
mutacién en TP53 y el 22% de una poblacién de muestras de cancer de mama tiene una mutacién en KRAS. Otros genes
clasificados, incluido el APC, presentan mutaciones que sélo se han encontrado en aproximadamente el 4% de una
poblaciéon de muestras de cancer de mama secuenciadas. TP53 y KRAS pueden incluirse en un panel de secuenciacién
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basédndose en que tienen una frecuencia relativamente alta entre los canceres de mama muestreados (en comparacién
con APC, por ejemplo, que ocurre con una frecuencia de alrededor del 4%). COSMIC se proporciona como ejemplo no
limitativo, sin embargo, puede utilizarse cualquier base de datos o conjunto de informacién que asocie un cancer con un
marcador tumoral localizado en un gen o regién genética. En otro ejemplo, proporcionado por COSMIC, de 1156 muestras
de cancer del tracto biliar, 380 muestras (33%) presentaban mutaciones en TP53. Otros genes, como el APC, presentan
mutaciones en el 4-8% de todas las muestras. Asi, TP53 puede seleccionarse para su inclusién en el panel basandose
en una frecuencia relativamente alta en una poblacién de muestras de cancer del tracto biliar.

Se puede seleccionar un gen o regién para un panel cuando la frecuencia de un marcador tumoral es
significativamente mayor en el tejido tumoral muestreado o en el ADN tumoral circulante que la encontrada en una
poblaciéon de fondo determinada. Se puede seleccionar una combinacién de regiones para su inclusién en un panel de
forma que al menos una mayoria de los sujetos que padecen un cancer tengan un marcador tumoral presente en al menos
una de las regiones o genes del panel. La combinacién de regiones puede seleccionarse basandose en datos que indiquen
que, para un determinado cancer o conjunto de cénceres, la mayoria de los sujetos tienen uno o méas marcadores
tumorales en una o més de las regiones seleccionadas. Por ejemplo, para detectar el cancer 1, se puede seleccionar un
panel que comprenda las regiones A, B, C, y/o D basandose en datos que indiquen que el 90% de los sujetos con cancer
1 tienen un marcador tumoral en las regiones A, B, C, y/o D del panel. Alternativamente, se puede demostrar que los
marcadores tumorales aparecen de forma independiente en dos 0 més regiones en sujetos que padecen un cancer de tal
forma que, combinados, un marcador tumoral en las dos 0 més regiones esta presente en la mayoria de una poblacién
de sujetos que padecen un cancer. Por ejemplo, para detectar el cancer 2, se puede seleccionar un panel que comprenda
las regiones X, Y, y Z basandose en datos que indiquen que el 90% de los sujetos tienen un marcador tumoral en una o
méas regiones, y que en el 30% de dichos sujetos se detecta un marcador tumoral sélo en la regién X, mientras que en el
resto de los sujetos en los que se detecté un marcador tumoral sélo se detectan marcadores tumorales en las regiones Y
y/o Z. Los marcadores tumorales presentes en una o més regiones que previamente han demostrado estar asociadas con
uno o méas canceres pueden ser indicativos o predictivos de que un sujeto tiene cancer si se detecta un marcador tumoral
en una o mas de esas regiones el 50% o mas de las veces. Los enfoques computacionales, como los modelos que
emplean probabilidades condicionales de detectar cancer dada una frecuencia de cancer conocida para un conjunto de
marcadores tumorales dentro de una o més regiones, pueden utilizarse para predecir qué regiones, solas o en
combinacién, pueden ser predictoras de cancer. Otros enfoques para la seleccién de paneles implican el uso de bases
de datos que describen informacién de estudios que emplean perfiles gendmicos completos de tumores con grandes
paneles y/o secuenciacién del genoma completo (WGS, RNA-seq, Chip-seq, secuenciacién de bisulfato, ATAC-seq, y
otros). La informacién obtenida de la literatura también puede describir vias cominmente afectadas y mutadas en ciertos
tipos de céncer. La seleccién de paneles puede basarse en el uso de ontologias que describan la informacién genética.

Los genes incluidos en el panel para secuenciacién pueden incluir la region completamente transcrita, la regién
promotora, las regiones potenciadoras, los elementos reguladores, y/o la secuencia corriente abajo. Para aumentar aln
méas la probabilidad de detectar mutaciones indicadoras de tumores, sélo pueden incluirse en el panel los exones. El panel
puede comprender todos los exones de un gen seleccionado, o sélo uno o mas de los exones de un gen seleccionado. El
panel puede comprender exones de cada uno de una pluralidad de genes diferentes. El panel puede comprender al menos
un exén de cada uno de la pluralidad de genes diferentes.

En algunos aspectos, un panel de exones de cada uno de una pluralidad de genes diferentes se selecciona de
tal manera que una proporcién determinada de sujetos que padecen un cancer presentan una variante genética en al
menos un exdn del panel de exones.

Se puede secuenciar al menos un exén completo de cada gen diferente de un panel de genes. El panel
secuenciado puede comprender exones de una pluralidad de genes. El panel puede comprender exones de 2 a 100 genes
diferentes, de 2 a 70 genes, de 2 a 50 genes, de 2 a 30 genes, de 2 a 15 genes, o de 2 a 10 genes.

Un panel seleccionado puede comprender un nimero variable de exones. El panel puede comprender de 2 a
3000 exones. El panel puede comprender de 2 a 1000 exones. El panel puede comprender de 2 a 500 exones. El panel
puede comprender de 2 a 100 exones. El panel puede comprender de 2 a 50 exones. El panel no puede tener mas de
300 exones. El panel no puede tener méas de 200 exones. El panel puede comprender no méas de 100 exones. El panel
no puede tener mas de 50 exones. El panel no puede tener mas de 40 exones. El panel no puede tener mas de 30 exones.
El panel no puede comprender mas de 25 exones. El panel no puede tener mas de 20 exones. El panel no puede tener
més de 15 exones. El panel no puede comprender mas de 10 exones. El panel no puede tener mas de 9 exones. El panel
no puede tener mas de 8 exones. El panel no puede tener més de 7 exones.

El panel puede comprender uno o mas exones de una pluralidad de genes diferentes. El panel puede comprender
uno o mas exones de cada uno de una proporcién de la pluralidad de genes diferentes. El panel puede comprender al
menos dos exones de cada uno de al menos el 25%, 50%, 75%, o 90% de los diferentes genes. El panel puede
comprender al menos tres exones de cada uno de al menos el 25%, 50%, 75% o 90% de los diferentes genes. El panel
puede comprender al menos cuatro exones de cada uno de al menos el 25%, 50%, 75% o 90% de los diferentes genes.

Los tamafios del panel de secuenciacién pueden variar. Un panel de secuenciacién puede hacerse mas grande
0 mas pequefio (en términos de tamafio de nucleétidos) dependiendo de varios factores incluyendo, por ejemplo, la
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cantidad total de nucleétidos secuenciados o un nimero de moléculas Unicas secuenciadas para una regidn particular en
el panel. El panel de secuenciacién puede tener un tamafio de 5 kb a 50 kb. El panel de secuenciacién puede tener un
tamafio de 10 kb a 30 kb. El panel de secuenciacién puede tener un tamafio de 12 kb a 20 kb. El panel de secuenciacién
puede tener un tamafio de 12 kb a 60 kb. El panel de secuenciacion puede tener un tamafio de al menos IOkb, 12 kb, 15
kb, 20 kb, 25 kb, 30 kb, 35 kb, 40 kb, 45 kb, 50 kb, 60 kb, 70 kb, 80 kb, 90 kb, 100 kb, 110 kb, 120 kb, 130 kb, 140 kb, o
150 kb. El panel de secuenciacién puede tener un tamafio inferior a 100 kb, 90 kb, 80 kb, 70 kb, 60 kb, o 50 kb.

El panel seleccionado para la secuenciacién puede comprender al menos 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 80,
o 100 regiones. En algunos casos, las regiones del panel se seleccionan de forma que el tamafio de las regiones sea
relativamente pequefio. En algunos casos, las regiones del panel tienen un tamafio de unas 10 kb o0 menos, unas 8 kb o
menos, unas 6 kb 0 menos, unas 5 kb o menos, unas 4 kb 0 menos, unas 3 kb o menos, unas 2,5 kb 0 menos, unas 2 kb
o0 menos, unas 1,5 kb o menos, o unas 1 kb o0 menos. En algunos casos, las regiones del panel tienen un tamafio de
aproximadamente 0,5 kb a aproximadamente 10 kb, de aproximadamente 0,5 kb a aproximadamente 6 kb, de
aproximadamente 1 kb a aproximadamente 11 kb, de aproximadamente 1 kb a aproximadamente 15 kb, de
aproximadamente 1 kb a aproximadamente 20 kb, de aproximadamente 0,1 kb a aproximadamente 10 kb, o de
aproximadamente 0,2 kb a aproximadamente 1 kb. Por ejemplo, las regiones del panel pueden tener un tamafio de
aproximadamente 0,1 kb a aproximadamente 5 kb.

El panel aqui seleccionado puede permitir una secuenciacién profunda que sea suficiente para detectar variantes
genéticas de baja frecuencia (por ejemplo, en moléculas de &cido nucleico libres de células obtenidas de una muestra).
La cantidad de variantes genéticas en una muestra puede referirse a la frecuencia alélica menor de una variante genética
determinada. La frecuencia de alelos menores puede referirse a la frecuencia con la que se producen alelos menores (por
ejemplo, no el alelo mas comun) en una poblacién dada de acidos nucleicos, como una muestra. Las variantes genéticas
con una baja frecuencia alélica menor pueden tener una frecuencia de presencia relativamente baja en una muestra. En
algunos casos, el panel permite la deteccién de variantes genéticas con una frecuencia alélica menor de al menos
0,0001%, 0,001%, 0,005%, 0,01%, 0,05%, 0,1%, o 0,5%. El panel puede permitir la deteccién de variantes genéticas con
una frecuencia alélica menor del 0,001% o superior. El panel puede permitir la deteccién de variantes genéticas con una
frecuencia alélica menor del 0,01% o superior. El panel puede permitir la detecciéon de una variante genética presente en
una muestra con una frecuencia tan baja como 0,0001%, 0,001%, 0,005%, 0,01%, 0,025%, 0,05%, 0,075%, 0,1%, 0,25%,
0,5%, 0,75%, 0 1,0%. El panel puede permitir la deteccién de marcadores tumorales presentes en una muestra con una
frecuencia de al menos 0,0001%, 0,001%, 0,005%, 0,01%, 0,025%, 0,05%, 0,075%, 0,1%, 0,25%, 0,5%, 0,75%, o 1,0%.
El panel puede permitir la deteccién de marcadores tumorales con una frecuencia en una muestra tan baja como el 1,0%.
El panel puede permitir la deteccién de marcadores tumorales con una frecuencia en una muestra tan baja como el 0,75%.
El panel puede permitir la deteccién de marcadores tumorales con una frecuencia en una muestra tan baja como el 0,5%.
El panel puede permitir la deteccién de marcadores tumorales con una frecuencia en una muestra tan baja como el 0,25%.
El panel puede permitir la deteccién de marcadores tumorales con una frecuencia en una muestra tan baja como el 0,1%.
El panel puede permitir la deteccién de marcadores tumorales con una frecuencia en una muestra tan baja como el
0,075%. El panel puede permitir la deteccién de marcadores tumorales con una frecuencia en una muestra tan baja como
el 0,05%. El panel puede permitir la deteccién de marcadores tumorales con una frecuencia en una muestra tan baja como
el 0,025%. El panel puede permitir la deteccién de marcadores tumorales con una frecuencia en una muestra tan baja
como el 0,01%. El panel puede permitir la deteccién de marcadores tumorales con una frecuencia en una muestra tan
baja como el 0,005%. El panel puede permitir la deteccién de marcadores tumorales con una frecuencia en una muestra
tan baja como el 0,001%. El panel puede permitir la deteccién de marcadores tumorales con una frecuencia en una
muestra tan baja como el 0,0001%. El panel puede permitir la deteccién de marcadores tumorales en ADNcf secuenciado
a una frecuencia en una muestra tan baja como 1,0% a 0,0001%. El panel puede permitir la deteccién de marcadores
tumorales en ADNcf secuenciado a una frecuencia en una muestra tan baja como 0,01% a 0,0001%.

Una variante genética puede presentarse en un porcentaje de una poblacién de sujetos que padecen una
enfermedad (por ejemplo, cancer). En algunos casos, al menos el 1%, 2%, 3%, 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%,
70%, 80%, 90%, 95%, o0 99% de una poblacién con cancer presenta una o mas variantes genéticas en al menos una de
las regiones del panel. Por ejemplo, al menos el 80% de una poblacién con cancer puede presentar una o mas variantes
genéticas en al menos una de las regiones del panel.

El panel puede comprender una o mas regiones de cada uno de uno o mas genes. En algunos casos, el panel
puede comprender una o mas regiones de cada uno de al menos 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, u 80
genes. En algunos casos, el panel puede comprender una o més regiones de cada uno de, como méximo, 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7,8,9, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, u 80 genes. En algunos casos, el panel puede comprender una o0 mas regiones de cada
uno de aproximadamente 1 a aproximadamente 80, de 1 a aproximadamente 50, de aproximadamente 3 a
aproximadamente 40, de 5 a aproximadamente 30, de 10 a aproximadamente 20 genes diferentes.

Las regiones del panel pueden seleccionarse de forma que se detecten una o mas regiones modificadas
epigenéticamente. La una o més regiones modificadas epigenéticamente pueden estar acetiladas, metiladas,
ubiquitiladas, fosforiladas, sumoiladas, ribosiladas, y/o citrulinadas. Por ejemplo, las regiones del panel pueden
seleccionarse de forma que se detecten una o0 més regiones metiladas.

Las regiones del panel pueden seleccionarse de modo que comprendan secuencias transcritas diferencialmente en uno
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0 més tejidos. En algunos casos, las regiones pueden comprender secuencias transcritas en determinados tejidos a un
nivel superior en comparacion con otros tejidos. Por ejemplo, las regiones pueden comprender secuencias transcritas en
determinados tejidos pero no en otros.

Las regiones del panel pueden comprender secuencias codificantes y/o no codificantes. Por ejemplo, las regiones
del panel pueden comprender una 0 més secuencias en exones, intrones, promotores, regiones no traducidas 3', regiones
no traducidas 5', elementos reguladores, sitios de inicio de transcripcién, y/o sitios de empalme. En algunos casos, las
regiones del panel pueden comprender otras secuencias no codificantes, incluidos pseudogenes, secuencias repetidas,
transposones, elementos virales, y telémeros. En algunos casos, las regiones del panel pueden comprender secuencias
de ARN no codificante, por ejemplo, ARN ribosémico, ARN de transferencia, ARN que interactda con Piwi, y microARN.

Las regiones del panel pueden seleccionarse para detectar (diagnosticar) un cancer con un nivel deseado de
sensibilidad (por ejemplo, mediante la deteccién de una o mas variantes genéticas). Por ejemplo, las regiones del panel
pueden seleccionarse para detectar el cancer (por ejemplo, mediante la deteccién de una o més variantes genéticas) con
una sensibilidad de al menos el 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5%,
0 99,9%. Las regiones del panel pueden seleccionarse para detectar el cancer con una sensibilidad del 100%.

Las regiones del panel pueden seleccionarse para detectar (diagnosticar) un cancer con un nivel deseado de
especificidad (por ejemplo, mediante la deteccién de una o mas variantes genéticas). Por ejemplo, las regiones del panel
pueden seleccionarse para detectar cancer (por ejemplo, mediante la deteccién de una o més variantes genéticas) con
una especificidad de al menos el 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5%,
0 99,9%. Las regiones del panel pueden seleccionarse para detectar una o mas variantes genéticas con una especificidad
del 100%.

Las regiones del panel pueden seleccionarse para detectar (diagnosticar) un cancer con un valor predictivo
positivo deseado. El valor predictivo positivo puede aumentarse incrementando la sensibilidad (por ejemplo, probabilidad
de detectar un positivo real) y/o la especificidad (por ejemplo, probabilidad de no confundir un negativo real con un
positivo). Como ejemplo no limitativo, las regiones del panel pueden seleccionarse para detectar una o mas variantes
genéticas con un valor predictivo positivo de al menos 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99%, 99,5%, o 99,9%. Las regiones del panel pueden seleccionarse para detectar una o mas variantes
genéticas con un valor predictivo positivo del 100%.

Las regiones del panel pueden seleccionarse para detectar (diagnosticar) un cancer con la precisién deseada.
En el presente documento, el término "precision" puede referirse a la capacidad de una prueba para discriminar entre una
enfermedad (por ejemplo, cancer) y la salud. La precisién puede cuantificarse utilizando medidas como la sensibilidad y
la especificidad, los valores predictivos, los cocientes de probabilidad, el drea bajo la curva ROC, el indice de Youden y/o
la odds ratio diagnéstica.

La precisiéon puede presentarse en forma de porcentaje, que se refiere a una relacidén entre el niUmero de pruebas
que dan un resultado correcto y el nimero total de pruebas realizadas. Las regiones del panel pueden seleccionarse para
detectar el cancer con una precisién de al menos el 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99%, 99,5%, 0 99,9%. Las regiones del panel pueden seleccionarse para detectar el cancer con una precisién del
100%.

Un panel puede seleccionarse para ser altamente sensible y detectar variantes genéticas de baja frecuencia. Por
ejemplo, un panel puede seleccionarse de forma que una variante genética o marcador tumoral presente en una muestra
con una frecuencia tan baja como 0,01%, 0,05%, o 0,001% pueda detectarse con una sensibilidad de al menos 50%,
55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5%, o0 99,9%. Las regiones de un panel
pueden seleccionarse para detectar un marcador tumoral presente en una frecuencia del 1% o inferior en una muestra
con una sensibilidad del 70% o superior. Un panel puede seleccionarse para detectar un marcador tumoral en una
frecuencia en una muestra tan baja como 0,1% con una sensibilidad de al menos 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%,
85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5%, 0 99,9%. Un panel puede seleccionarse para detectar un marcador tumoral
en una frecuencia en una muestra tan baja como 0,01% con una sensibilidad de al menos 50%, 55%, 60%, 65%, 70%,
75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5%, 0 99,9%. Un panel puede seleccionarse para detectar un
marcador tumoral en una frecuencia en una muestra tan baja como 0,001% con una sensibilidad de al menos 50%, 55%,
60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5%, 0 99,9%.

Un panel puede seleccionarse para ser altamente especifico y detectar variantes genéticas de baja frecuencia.
Por ejemplo, un panel puede seleccionarse de forma que una variante genética o marcador tumoral presente en una
muestra con una frecuencia tan baja como 0,01%, 0,05%, o 0,001% pueda detectarse con una especificidad de al menos
50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5%, 0 99,9%. Las regiones de un
panel pueden seleccionarse para detectar un marcador tumoral presente en una frecuencia del 1% o inferior en una
muestra con una especificidad del 70% o superior. Un panel puede seleccionarse para detectar un marcador tumoral en
una frecuencia en una muestra tan baja como 0,1% con una especificidad de al menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%,
96%, 97%, 98%, 99%, 99,5%, o 99,9%. Un panel puede seleccionarse para detectar un marcador tumoral en una
frecuencia en una muestra tan baja como 0,01% con una especificidad de al menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%,
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96%, 97%, 98%, 99%, 99,5%, o 99,9%. Un panel puede seleccionarse para detectar un marcador tumoral en una
frecuencia en una muestra tan baja como 0,001% con una especificidad de al menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%,
96%, 97%, 98%, 99%, 99,5%, 0 99,9%.

Un panel puede seleccionarse para ser muy preciso y detectar variantes genéticas de baja frecuencia. Un panel
puede seleccionarse de forma que una variante genética o marcadortumoral presente en una muestra con una frecuencia
tan baja como 0,01%, 0,05%, o 0,001% pueda detectarse con una precisién de al menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5%, 0 99,9%. Las regiones de un panel pueden seleccionarse para detectar un marcador
tumoral presente en una frecuencia del 1% o inferior en una muestra con una precisién del 70% o superior. Un panel
puede seleccionarse para detectar un marcador tumoral en una frecuencia en una muestra tan baja como 0,1% con una
precisién de al menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5%, o 99,9%. Un panel puede
seleccionarse para detectar un marcador tumoral en una frecuencia en una muestra tan baja como 0,01% con una
precisién de al menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97 %, 98%, 99%, 99,5%, 0 99,9%. Se puede seleccionar
un panel para detectar un marcador tumoral en una frecuencia en una muestra tan baja como 0,001% con una precisién
de al menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5%, 0 99,9%.

Un panel puede seleccionarse para ser altamente predictivo y detectar variantes genéticas de baja frecuencia.
Un panel puede seleccionarse de forma que una variante genética o marcador tumoral presente en una muestra con una
frecuencia tan baja como 0,01%, 0,05%, o 0,001% pueda tener un valor predictivo positivo de al menos 70%, 75%, 80%,
85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5%, 0 99,9%.

La concentracién de sondas o cebos utilizados en el panel puede aumentarse (2 a 6 ng/ L) para capturar mas
molécula de acido nucleico dentro de una muestra. La concentracién de las sondas o cebos utilizados en el panel puede
ser de al menos 2 ng/ AL, 3 ng/ i~ 4 ng/ pi~, 5 ng/ *L, 6 ng/ *L, o mayor. La concentracién de sondas puede ser de unos
2 g/pL- a unos 3 ng/ AL, de unos 2 g/uL- a unos 4 ng/ *L, de unos 2 g/uL- a unos 5 ng/ AL, de unos 2 g/uL- a unos 6 ng/
AL. La concentracién de las sondas o cebos utilizados en el panel puede ser de 2 g/uL- 0 mas a 6 g/yL- o menos. En
algunos casos, esto puede permitir que se analicen mas moléculas dentro de un biolégico, lo que permite detectar alelos
de menor frecuencia.

Profundidad de secuenciacién

El ADN enriquecido a partir de una muestra de moléculas de ADNcf puede secuenciarse con distintas
profundidades de lectura para detectar variantes genéticas de baja frecuencia en una muestra. Para una posicién
determinada, la profundidad de lectura puede referirse a un nimero de todas las lecturas de todas las moléculas de una
muestra que corresponden a una posicidn, incluidas las moléculas originales y las moléculas generadas mediante la
amplificacién de moléculas originales. Asi, por ejemplo, una profundidad de lectura de 50.000 lecturas puede referirse al
namero de lecturas de 5.000 moléculas, con 10 lecturas por molécula. Las moléculas originales que corresponden a una
posicién pueden ser Unicas y no redundantes (por ejemplo, no amplificadas, ADNcf de muestra).

Para evaluar la profundidad de lectura de las moléculas de la muestra en una posicién determinada, se pueden
rastrear las moléculas de la muestra. Las técnicas de rastreo molecular pueden comprender diversas técnicas de
marcacién de moléculas de ADN, como el marcado con cédigos de barras, para identificar de forma Unica moléculas de
ADN en una muestra. Por ejemplo, una 0 més secuencias Unicas de cddigo de barras pueden unirse a uno o mas extremos
de una molécula de ADNcf de muestra. Al determinar la profundidad de lectura en una posicién dada, el nimero de
moléculas distintas de ADNcf marcadas con el cédigo de barras que corresponden a esa posicién puede ser indicativo de
la profundidad de lectura para esa posicién. En otro ejemplo, ambos extremos de las moléculas de ADNcf de la muestra
pueden marcarse con una de las ocho secuencias de codigo de barras. La profundidad de lectura en una posiciéon dada
puede determinarse cuantificando el nUmero de moléculas de ADNcf originales en una posicién dada, por ejemplo,
mediante el colapso de las lecturas redundantes de la amplificacién y la identificacidén de moléculas Unicas basadas en
las marcaciones del cédigo de barras y la informacién de la secuencia endbgena.

ElI ADN puede secuenciarse con una profundidad de lectura de al menos 3000 lecturas por base, al menos 4000
lecturas por base, al menos 5000 lecturas por base, al menos 6000 lecturas por base, al menos 7000 lecturas por base,
al menos 8000 lecturas por base, al menos 9000 lecturas por base, en al menos 10 000 lecturas por base, al menos 15
000 lecturas por base, al menos 20 000 lecturas por base, al menos 25 000 lecturas por base, al menos 30 000 lecturas
por base, al menos 40 000 lecturas por base, al menos 50 000 lecturas por base, al menos 60 000 lecturas por base, al
menos 70 000 lecturas por base, al menos 80 000 lecturas por base, al menos 90 000 lecturas por base, al menos 100
000 lecturas por base, al menos 110 000 lecturas por base, al menos 120 000 lecturas por base, al menos 130 000 lecturas
por base, al menos 140 000 lecturas por base, al menos 150 000 lecturas por base, al menos 160 000 lecturas por base,
al menos 170 000 lecturas por base, al menos 180 000 lecturas por base, al menos 190 000 lecturas por base, al menos
200 000 lecturas por base, al menos 250.000 lecturas por base, al menos 500.000 lecturas por base, al menos 1.000.000
lecturas por base, o al menos 2.000.000 lecturas por base. El ADN puede secuenciarse con una profundidad de lectura
de aproximadamente 3000 lecturas por base, aproximadamente 4000 lecturas por base, aproximadamente 5000 lecturas
por base, aproximadamente 6000 lecturas por base, aproximadamente 7000 lecturas por base, aproximadamente 8000
lecturas por base, aproximadamente 9000 lecturas por base, aproximadamente 10 000 lecturas por base,
aproximadamente 15 000 lecturas por base, aproximadamente 20 000 lecturas por base, aproximadamente 25 000
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lecturas por base, aproximadamente 30 000 lecturas por base, aproximadamente 40 000 lecturas por base,
aproximadamente 50 000 lecturas por base, aproximadamente 60 000 lecturas por base, aproximadamente 70 000
lecturas por base, aproximadamente 80 000 lecturas por base, aproximadamente 90.000 lecturas por base,
aproximadamente 100.000 lecturas por base, aproximadamente 110.000 lecturas por base, aproximadamente 120.000
lecturas por base, aproximadamente 130.000 lecturas por base, aproximadamente 140.000 lecturas por base,
aproximadamente 150.000 lecturas por base, aproximadamente 160.000 lecturas por base, aproximadamente 170.000
lecturas por base, aproximadamente 180.000 lecturas por base, aproximadamente 190.000 lecturas por base,
aproximadamente 200.000 lecturas por base, aproximadamente 250.000 lecturas por base, aproximadamente 500.000
lecturas por base, aproximadamente 1.000.000 lecturas por base o aproximadamente 2.000.000 lecturas por base. El
ADN puede secuenciarse con una profundidad de lectura de entre 10.000 y 30.000 lecturas por base, de entre 10.000 y
50.000 lecturas por base, de entre 10.000 y 5.000.000 lecturas por base, de entre 50.000 y 3.000.000 lecturas por base,
de entre 100.000 y 2.000.000 lecturas por base, o de entre 500.000 y 1.000.000 lecturas por base. En algunas
realizaciones, el ADN puede secuenciarse a cualquiera de las profundidades de lectura anteriores en un tamafio de panel
seleccionado entre: menos de 70.000 bases, menos de 65.000 bases, menos de 60.000 bases, menos de 55.000 bases,
menos de 50.000 bases, menos de 45.000 bases, menos de 40.000 bases, menos de 35.000 bases, menos de 30.000
bases, menos de 25.000 bases, menos de 20.000 bases, menos de 15.000 bases, menos de 10.000 bases, menos de
5.000 bases, y menos de 1.000 bases. Por ejemplo, el niUmero total de lecturas para un panel puede ser tan bajo como
600.000 (3.000 lecturas por base para 1.000 bases) y tan alto como 1,4 x 10" (2.000.000 de lecturas por base para 70.000
bases). En algunas realizaciones, el ADN puede secuenciarse a cualquiera de las profundidades de lectura anteriores en
un tamafio de panel seleccionado entre: 5.000 bases a 70.000 bases, 5.000 bases a 60.000 bases, 10.000 bases a 70.000
bases, 0 10.000 bases a 70.000 bases.

La cobertura de lectura puede incluir lecturas de una o ambas cadenas de una molécula de acido nucleico. Por
ejemplo, la cobertura de lectura puede incluir lecturas de ambas cadenas de al menos 5.000, al menos 10.000, al menos
15.000, al menos 20.000, al menos 25.000, al menos 30.000, al menos 35.000, al menos 40.000, al menos 45.000, o al
menos 50.000 moléculas de ADN de la muestra que se corresponden con cada nucleétido del panel.

Se puede seleccionar un panel para optimizar una profundidad de lectura deseada dada una cantidad fija de
lecturas de base.

Marcacion

En algunas realizaciones de la presente divulgacion, se prepara una biblioteca de acidos nucleicos antes de la
secuenciacidén. Por ejemplo, fragmentos individuales de polinucleétidos en una muestra de 4cido nucleico genémico
(por ejemplo, una muestra de ADN gendmico) pueden identificarse de forma Unica marcandolos con identificadores no
Unicos, por ejemplo, marcando de forma no Unica los fragmentos polinucleotidicos individuales. En algunas realizaciones,
las moléculas de &cido nucleico estan marcadas de forma no Unica entre si.

Los polinucleétidos aqui divulgados pueden ser marcados. Por ejemplo, la doble cadena de polinucleétidos
puede marcarse con marcaciones dulplex, es decir, marcaciones que marcan de forma diferente las cadenas
complementarias. (es decir, las hebras "Watson" y "Crick") de una molécula de doble cadena. En algunos casos, las
marcaciones duplex son polinucleétidos con porciones complementarias y no complementarias.

Las marcaciones pueden ser cualquier tipo de moléculas unidas a un polinucleétido, incluyendo, pero sin limitarse
a, &cidos nucleicos, compuestos quimicos, sondas fluorescentes, o sondas radiactivas. Las marcaciones también pueden
ser oligonucledtidos (por ejemplo, ADN o ARN). Las marcaciones pueden incluir secuencias conocidas, secuencias
desconocidas, 0 ambas. Una marcacién puede incluir secuencias aleatorias, secuencias predeterminadas, o0 ambas. Una
marcacién puede ser bicatenaria 0 monocatenaria. Una marcacién de doble cadena puede ser una marcaciéon duplex.
Una marcacién de doble cadena puede incluir dos cadenas complementarias. Alternativamente, una marcacién de doble
cadena puede comprender una porcién hibridada y una porcién no hibridada. La marcacién de doble cadena puede tener
forma de Y, por ejemplo, la porcion hibridada esta en un extremo de la marcacién y la porcién no hibridada estéa en el
extremo opuesto de la marcacién. Un ejemplo son los "adaptadores Y" utilizados en la secuenciacién lllumina. Otros
ejemplos son los adaptadores en forma de horquilla o los adaptadores en forma de burbuja. Los adaptadores en forma
de burbuja tienen secuencias no complementarias flanqueadas a ambos lados por secuencias complementarias. En
algunas realizaciones, un adaptador en forma de Y comprende un cédigo de barras de 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14,15,16,17,18,19, 20,21, 22, 23,24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 0 32 nucleétidos de longitud. En algunas combinaciones.
Esto puede combinarse con la reparacién de extremos romos y la ligacién.

El nimero de marcaciones diferentes puede ser mayor que un nimero estimado o predeterminado de moléculas
en la muestra. Por ejemplo, para el marcado Unico, se pueden utilizar al menos dos veces mas marcaciones diferentes
que el numero estimado o predeterminado de moléculas de la muestra.

El nimero de marcaciones de identificacién diferentes utilizadas para marcar moléculas en una coleccién puede
oscilar, por ejemplo, entre cualquiera de 2, 3, 4, 5, 6,7, 8" 9, 10, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30,
31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 0 49 en el extremo inferior del intervalo, y cualquiera
de 50, 100, 500, 1000, 5000 y 10.000 en el extremo superior del intervalo. El nimero de marcaciones de identificacion

35



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2991 960 T3

utilizadas para marcar moléculas en una coleccién puede ser de al menos 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40,
45, 50, 55, 60 0 mas. Asi, por ejemplo, una coleccién de entre 100.000 millones y 1 billon de moléculas puede marcarse
con entre 4 y 100 marcaciones de identificacién diferentes. Una coleccién de entre 100.000 y 1.000 billones de moléculas
puede marcarse con entre 8.000 y 10.000 marcaciones de identificacién diferentes. Una coleccién de entre 100.000 y
1.000 billones de moléculas puede marcarse con entre 16 y 10.000 marcaciones de identificacién diferentes. Una
coleccién de entre 100.000 y 1.000 billones de moléculas puede marcarse con entre 16 y 5.000 marcaciones de
identificacién diferentes. Una coleccién de entre 100.000 y 1.000 billones de moléculas puede marcarse con entre 16 y
1.000 marcaciones de identificacién diferentes.

Se puede considerar que una coleccién de moléculas esté "no univocamente marcada" si hay mas moléculas en
la coleccién que marcaciones. Se puede considerar que una colecciéon de moléculas esta "no marcada de forma Unica" si
cada una de al menos el 1%, al menos el 5%, al menos el 10%, al menos el 15%, al menos el 20%, al menos el 25%, al
menos el 30%, al menos el 35%, al menos el 40%, al menos el 45%, o al menos o aproximadamente el 50% de las
moléculas de la coleccién lleva una marcaciéon de identificacidén que es compartida por al menos otra molécula de la
coleccién ("marcaciéon no Unica" o "identificador no Gnico"). Un identificador puede comprender un Unico cddigo de barras
o dos cédigos de barras. Una poblacién de moléculas de acido nucleico puede marcarse de forma no Unica marcando las
moléculas de acido nucleico con menos marcaciones que el niumero total de moléculas de 4cido nucleico de la poblacién.
Para una poblacién no marcada de forma Unica, no més del 1%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, o 50%
de las moléculas pueden estar marcadas de forma Unica. En algunas realizaciones, las moléculas de acido nucleico se
identifican mediante una combinacién de marcaciones no Unicas y las posiciones o secuencias de inicio y parada de las
lecturas de secuencias. En algunas realizaciones, el nimero de moléculas de acido nucleico que se secuencian es menor
o igual que el nimero de combinaciones de identificadores y posiciones o secuencias de inicio y parada.

En algunos casos, las marcaciones del presente documento comprenden cédigos de barras moleculares. Estos
cédigos de barras moleculares pueden utilizarse para diferenciar polinucleétidos en una muestra. Los cédigos de barras
moleculares pueden ser diferentes entre si. Por ejemplo, los cédigos de barras moleculares pueden tener una diferencia
entre ellos que puede caracterizarse por una distancia de edicién predeterminada o una distancia de Hamming. En algunos
casos, los coédigos de barras moleculares tienen una distancia de edicién minima de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 0 10. Para
mejorar aun mas la eficacia de la conversiéon (por ejemplo, el marcado) de moléculas no marcadas en moléculas
marcadas, se utilizan marcas cortas. Por ejemplo, una marcacién adaptadora de biblioteca puede tener una longitud de
hasta 65, 60, 55, 50, 45, 40, o 35 bases nucleoctidicas. Una coleccién de tales codigos de barras cortos de biblioteca puede
incluir un nimero de cédigos de barras moleculares diferentes, por ejemplo, al menos 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 0 20
cédigos de barras diferentes con una distancia de edicién minima de 1, 2, 3, 0 mas.

Asi, una coleccién de moléculas puede incluir una o mas marcaciones. En algunos casos, algunas moléculas de
una colecciéon pueden incluir una marcacion identificativa (“identificador") como un cédigo de barras molecular que no
comparte ninguna otra molécula de la coleccién. Por ejemplo, en algunos casos de una coleccién de moléculas, el 100%
o al menos el 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 97%, 98%, o0 99% de las moléculas de la coleccién pueden incluir un
identificador o cédigo de barras molecular que no es compartido por ninguna otra molécula de la coleccién. Tal y como se
utiliza en el presente documento, se considera que una coleccién de moléculas esta "marcada de forma Unica" si cada
una de al menos el 95% de las moléculas de la coleccién lleva un identificador que no comparte ninguna otra molécula
de la coleccidn ("marcacién Unica" o "identificador Unico"). En algunas realizaciones, las moléculas de acido nucleico estan
marcadas de forma Unica entre si. Se considera que una coleccién de moléculas esta "no univocamente marcada" si cada
una de al menos el 1%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, o 50% de las moléculas de la coleccién lleva
una marcacién identificadora o un cbédigo de barras molecular que es compartido por al menos otra molécula de la
coleccién ("marcacién no Unica" o "identificador no Unico"). En algunas realizaciones, las moléculas de acido nucleico
estan marcadas de forma no Unica entre si. Por consiguiente, en una poblacién no marcada de forma Unica, no mas del
1% de las moléculas estan marcadas de forma Unica. Por ejemplo, en una poblacién no marcada de forma Unica, no mas
del 1%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, o 50% de las moléculas pueden estar marcadas de forma
Unica.

En funcién del numero estimado de moléculas de una muestra, pueden utilizarse diferentes marcaciones. En
algunos métodos de marcacién, el nimero de marcaciones diferentes puede ser al menos el mismo que el nimero
estimado de moléculas en la muestra. En otros métodos de marcacion, el nimero de marcaciones diferentes puede ser
al menos dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, cien o mil veces mayor que el nimero estimado de
moléculas en la muestra. En la marcacién Unico, se pueden utilizar al menos dos veces (0 mas) marcaciones diferentes
que el numero estimado de moléculas de la muestra.

Los fragmentos de polinucleétidos (antes del marcado) pueden comprender secuencias de cualquier longitud.
Por ejemplo, los fragmentos polinucleotidicos (antes del marcado) pueden comprender al menos 50, 55, 60, 65, 70, 75,
80, 85, 90, 95, 100, 105, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 145, 150, 1565, 160, 165, 170, 175, 180, 185, 190, 195, 200,
205, 210, 215, 220, 225, 230, 235, 240, 245, 250, 255, 260, 265, 270, 275, 280, 285, 290, 295, 300, 400, 500, 600, 700,
800, 900, 1000, 1100, 1200, 1300, 1400, 1500, 1600, 1700, 1800, 1900, 2000 o mas nucledtidos de longitud. El fragmento
polinucleotidico puede tener aproximadamente la longitud media del ADN libre de células. Por ejemplo, los fragmentos
polinucleotidicos pueden comprender unas 160 bases de longitud. El fragmento polinuclectidico también puede
fragmentarse a partir de un fragmento mayor en fragmentos mas pequefios de unas 160 bases de longitud.
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Se pueden conseguir mejoras en la secuenciacién siempre que al menos algunos de los polinucleétidos
duplicados o afines lleven identificadores Unicos entre si, es decir, lleven marcaciones diferentes. Sin embargo, en ciertas
realizaciones, el nimero de marcaciones utilizadas se selecciona de forma que haya al menos un 95% de posibilidades
de que todas las moléculas duplicadas que comiencen en cualquier posicidn lleven identificadores Unicos. Por ejemplo,
en una muestra que comprenda unos 10.000 equivalentes de genoma humano haploide de ADN gendémico fragmentado,
por ejemplo, ADNcf, se espera que z esté entre 2 y 8. Dicha poblacién puede ser marcada con entre unos 10 y 100
identificadores diferentes, por ejemplo, unos 2 identificadores, unos 4 identificadores, unos 9 identificadores, unos 16
identificadores, unos 25 identificadores, unos 36 identificadores diferentes, unos 49 identificadores diferentes, unos 64
identificadores diferentes, unos 81 identificadores diferentes, o unos 100 identificadores diferentes.

Los cédigos de barras de acidos nucleicos con secuencias identificables, incluidos los cédigos de barras
moleculares, pueden utilizarse para el marcado. Por ejemplo, una pluralidad de cédigos de barras de ADN puede
comprender varios nimeros de secuencias de nucleétidos. Puede utilizarse una pluralidad de cddigos de barras de ADN
que tengan 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 o mas
secuencias identificables de nucleétidos. Cuando se une a un solo extremo de un polinucleétido, la pluralidad de cédigos
de barras de ADN puede producir 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
28, 29, 30 o mas identificadores diferentes. Alternativamente, cuando se une a ambos extremos de un polinucledtido, la
pluralidad de c6digos de barras de ADN puede producir 4, 9, 16, 25, 36, 49, 64, 81, 100, 121, 144, 169, 196, 225, 2586,
289, 324, 361, 400 o méas identificadores diferentes (que es el 2 de cuando el cddigo de barras de ADN se une a sélo 1
extremo de un polinucleétido). En un ejemplo, puede utilizarse una pluralidad de cédigos de barras de ADN que tengan
6, 7, 8, 9 0 10 secuencias identificables de nucleétidos. Cuando se unen a ambos extremos de un polinucleétido, producen
36, 49, 64, 81 0 100 posibles identificadores diferentes, respectivamente. En un ejemplo particular, la pluralidad de cédigos
de barras de ADN puede comprender 8 secuencias identificables de nucleétidos. Cuando se unen a un solo extremo de
un polinucleétido, la pluralidad de cédigos de barras de ADN puede producir 8 identificadores diferentes. Alternativamente,
cuando se unen a ambos extremos de un polinucleétido, la pluralidad de cédigos de barras de ADN puede producir 64
identificadores diferentes. Las muestras marcadas de esta forma pueden ser aquellas con un intervalo de
aproximadamente 10 ng a cualquiera de aproximadamente 200 ng, aproximadamente 1 p, aproximadamente 10 y de
polinucleétidos fragmentados, por ejemplo, ADN gendémico, por ejemplo, ADNcF.

Un polinucleétido puede identificarse de forma Unica de varias maneras. Un polinucleétido puede identificarse
univocamente mediante un cédigo de barras Unico. Por ejemplo, a dos polinucleétidos cualesquiera de una muestra se
les adjuntan dos cédigos de barras diferentes. Un cédigo de barras puede ser de ADN o de ARN. Por ejemplo, un cédigo
de barras puede ser un cddigo de barras de ADN.

Alternativamente, un polinucleétido puede ser identificado univocamente por la combinacién de un cédigo de
barras y una o mas secuencias enddgenas del polinucleétido. El cédigo de barras puede ser una marcacién no Unica o
una marcacién Unica. En algunos casos, el cédigo de barras es una marcacién no Unica. Por ejemplo, dos polinucleétidos
de una muestra pueden unirse a cédigos de barras que contengan el mismo cddigo de barras, pero los dos polinucleétidos
pueden seguir identificandose por secuencias endégenas diferentes. Los dos polinucleétidos pueden identificarse por la
informacién de las diferentes secuencias enddgenas. Dicha informacién incluye la secuencia de las secuencias
endbgenas o una porciéon de las mismas, la longitud de las secuencias enddgenas, la ubicaciéon de las secuencias
endbgenas, una o mas modificaciones epigenéticas de las secuencias endbgenas, o cualquier otra caracteristica de las
secuencias enddgenas. En algunas realizaciones, los polinucleétidos pueden identificarse mediante un identificador (que
comprende un cédigo de barras o que comprende dos c6digos de barras) en combinacién con las secuencias de inicio y
parada de la secuencia leida.

Se puede utilizar una combinacidén de marcaciones no Unicas e informacién de secuencia endogena para detectar
inequivocamente moléculas de acido nucleico. Por ejemplo, las moléculas de &cido nucleico no marcadas de forma Unica
de una muestra ("polinucleétidos parentales") pueden amplificarse para generar polinucleétidos progenie. A continuacion,
los polinucleétidos padre y progenie pueden secuenciarse para producir lecturas de secuencias. Para reducir el error, las
lecturas de secuencias pueden agruparse para generar un conjunto de secuencias de consenso. Para generar secuencias
de consenso, las lecturas de secuencias pueden colapsarse basandose en la informacidén de secuencia de la marcacion
no Unica y la informacién de secuencia enddgena, incluida la informacién de secuencia en una regién inicial de una lectura
de secuencia, la informacién de secuencia en una regién final de una lectura de secuencia, y la longitud de una lectura
de secuencia. En algunas realizaciones, la secuencia consenso se genera mediante secuenciacién circular, en la que la
misma cadena de 4cido nucleico se secuencia multiples veces en un circulo rodante para obtener la secuencia consenso.
Una secuencia de consenso puede determinarse molécula a molécula (en la que la secuencia de consenso se determina
sobre un tramo de bases) o base a base (en la que se determina un nucleétido de consenso para una base en una posicién
determinada). En algunas realizaciones, se construye un modelo probabilistico para modelar los perfiles de error de
amplificacién y secuenciacién y se utiliza para estimar las probabilidades de nucleétido verdadero en cada posicién de la
molécula. En algunas realizaciones, las estimaciones de los parametros del modelo probabilistico se actualizan
basandose en los perfiles de error observados en la muestra individual o en el lote de muestras que se procesan
conjuntamente o en un conjunto de muestras de referencia. En algunas realizaciones, se determina una secuencia
consenso utilizando c6digos de barras que marcan moléculas individuales de cfNA (por ejemplo, cfDNA) de un sujeto.

Una secuencia enddgena puede estar en un extremo de un polinucleétido. Por ejemplo, la secuencia endbégena
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puede ser adyacente (por ejemplo, base intermedia) al codigo de barras adjunto. En algunos casos, la secuencia
endbgena puede tener al menos 2, 4, 6, 8, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, o 100 bases de longitud. La secuencia
endbgena puede ser una secuencia terminal del fragmento/polinucleétidos a analizar. La secuencia enddgena puede ser
la longitud de la secuencia. Por ejemplo, una pluralidad de cédigos de barras que comprenda 8 cddigos de barras
diferentes puede adherirse a ambos extremos de cada polinucleétido de una muestra. Cada polinucleétido de la muestra
puede identificarse mediante la combinacién de los cddigos de barras y una secuencia enddégena de aproximadamente
10 pares de bases en un extremo del polinucleétido. Sin estar limitado por la teoria, la secuencia endégena de un
polinucleétido también puede ser la secuencia completa del polinucleétido.

También se divulgan en el presente documento composiciones de polinucleétidos marcados. El polinucleétido
marcado puede ser monocatenario. Alternativamente, el polinucleétido marcado puede ser bicatenario (por ejemplo,
polinucleétidos marcados duaplex). En consecuencia, esta divulgacion también proporciona composiciones de
polinucleétidos marcados duplex. Los polinucleétidos pueden comprender cualquier tipo de acido nucleico (ADN y/o ARN).
Los polinucleétidos comprenden cualquier tipo de ADN descrito en el presente documento. Por ejemplo, los
polinucleétidos pueden comprender ADN, por ejemplo, ADN fragmentado o ADNcf. Un conjunto de polinucleétidos en la
composicibn que mapean a una posicion de base mapeable en un genoma puede ser marcado de forma no Unica, es
decir, el nUmero de identificadores diferentes puede ser al menos 2 y menor que el nimero de polinucleétidos que mapean
a la posicién de base mapeable. El nimero de identificadores diferentes también puede ser al menos 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 y menor que el nimero de polinucleétidos que mapean a la
posicién de base mapeable.

En algunos casos, a medida que una composicién pasa de aproximadamente 1 ng a aproximadamente 10 y o
mas, puede utilizarse un conjunto mayor de cédigos de barras moleculares diferentes. Por ejemplo, pueden utilizarse
entre 5y 100 adaptadores de biblioteca diferentes para marcar polinucleétidos en una muestra de ADNCcf.

Los cédigos de barras moleculares pueden asignarse a cualquier tipo de polinucleétidos divulgados en la
presente divulgacion. Por ejemplo, los codigos de barras moleculares pueden asignarse a polinucleétidos libres de células
(por ejemplo, ADNcf). A menudo, un identificador divulgado en el presente documento puede ser un oligonucleétido de
cédigo de barras que se utiliza para marcar el polinucleétido. El identificador del cédigo de barras puede ser un
oligonucleétido de &cido nucleico (por ejemplo, un oligonucledtido de ADN). El identificador del cédigo de barras puede
ser monocatenario. Alternativamente, el identificador del c6digo de barras puede ser de doble cadena. El identificador de
cédigo de barras puede unirse a polinucledtidos mediante cualquier método descrito en el presente documento. Por
ejemplo, el identificador del cédigo de barras se puede unir al polinucleétido mediante ligacién utilizando una enzima. El
identificador del cédigo de barras también puede incorporarse al polinucleétido mediante PCR. En otros casos, la reaccién
puede comprender la adiciéon de un isétopo metélico, ya sea directamente al analito o mediante una sonda marcada con
el isétopo. En general, la asignacién de identificadores Unicos o no Unicos o cédigos de barras moleculares en las
reacciones de la presente divulgacién puede seguir los métodos y sistemas descritos, por ejemplo, en las solicitudes de
patente de EE.UU. 2001/0053519, 2003/0152490, 2011/0160078 y Pat. de EE. UU. N.® 6,582,908.

Los identificadores o codigos de barras moleculares aqui utilizados pueden ser completamente endégenos, para
lo cual puede realizarse la ligacién circular de fragmentos individuales seguida de cizallamiento aleatorio o amplificacién
dirigida. En este caso, la combinacién de un nuevo punto de inicio y fin de la molécula y el punto de ligacién intramolecular
original puede formar un identificador especifico.

Los identificadores o cédigos de barras moleculares utilizados en el presente documento pueden comprender
cualquier tipo de oligonucleétidos. En algunos casos, los identificadores pueden ser oligonucleétidos de secuencia
predeterminada, aleatoria, o semialeatoria. Los identificadores pueden ser cddigos de barras. Por ejemplo, se puede
utilizar una pluralidad de codigos de barras de tal forma que los cddigos de barras no sean necesariamente Unicos entre
si en la pluralidad. Alternativamente, se puede utilizar una pluralidad de cédigos de barras de forma que cada cédigo de
barras sea Unico con respecto a cualquier otro cédigo de barras de la pluralidad. Los cédigos de barras pueden
comprender secuencias especificas (por ejemplo, secuencias predeterminadas) que pueden rastrearse individualmente.
Ademas, los cddigos de barras pueden fijarse (por ejemplo, mediante ligacién) a moléculas individuales de forma que la
combinacién del cédigo de barras y la secuencia a la que puede ligarse cree una secuencia especifica que pueda
rastrearse individualmente. Como se describe en el presente documento, la detecciéon de cédigos de barras en
combinacién con los datos de secuencia de las partes inicial (inicio) y/o final (parada) de las lecturas de secuencia puede
permitir la asignacién de una identidad Unica a una molécula concreta. La longitud, o nUmero de pares de bases, de una
lectura de secuencia individual también puede utilizarse para asignar una identidad Unica a dicha molécula. Como se
describe en el presente documento, los fragmentos de una Unica cadena de acido nucleico a los que se ha asignado una
identidad Unica pueden permitir la identificacién posterior de fragmentos de la cadena original. De este modo, los
polinucleétidos de la muestra pueden marcarse de forma Unica o sustancialmente Unica. Una marcacién duplex puede
incluir una secuencia de nucleétidos degenerada o semidegenerada, por ejemplo, una secuencia degenerada aleatoria.
La secuencia de nucleétidos puede incluir cualquier nimero de nucleétidos. Por ejemplo, la secuencia nucleotidica puede
comprender 1 (si se utiliza un nucleétido no natural), 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50 o mas nucledtidos.
En un ejemplo particular, la secuencia puede comprender 7 nucleétidos. En otro ejemplo, la secuencia puede comprender
8 nucledtidos. La secuencia también puede comprender 9 nucleétidos. La secuencia puede comprender 10 nucleétidos.
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Un cédigo de barras puede comprender secuencias contiguas o no contiguas. Un cédigo de barras que
comprende al menos 1, 2, 3, 4, 5 0 mas nucleétidos es una secuencia contigua o no contigua, si los 4 nucleétidos no estan
interrumpidos por ningun otro nucleétido. Por ejemplo, si un cédigo de barras comprende la secuencia TTGC, un cédigo
de barras es contiguo si el cédigo de barras es TTGC. Por otra parte, un cddigo de barras es no contiguo si el cédigo de
barras es TTXGC, donde X es una base de acido nucleico.

Un identificador o c6digo de barras molecular puede tener una secuencia n-mer que puede ser 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,
9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40,
41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50 o més nucledtidos de longitud. Una marcacidén puede tener cualquier longitud de
nucleétidos. Por ejemplo, la secuencia puede tener una longitud de entre 2 y 100, 10 y 90, 20 y 80, 30y 70, 40 y 60, o
unos 50 nucleétidos. Una poblacion de cddigos de barras puede comprender cédigos de barras de la misma longitud o
de longitudes diferentes.

La marcacién puede comprender una secuencia de referencia fija de doble cadena corriente abajo del
identificador o cddigo de barras molecular. Alternativamente, la marcacién puede comprender una secuencia de referencia
fija de doble cadena aguas arriba o aguas abajo del identificador o cédigo de barras molecular. Cada hebra de una
secuencia de referencia fija bicatenaria puede tener, por ejemplo, 3,4, 5, 6,7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50
nucleétidos de longitud.

El marcado aqui descrito puede realizarse mediante cualquier método. Un polinucleétido puede marcarse con un
adaptador mediante hibridacién. Por ejemplo, el adaptador puede tener una secuencia de nucleétidos complementaria a
al menos una parte de una secuencia del polinucleétido. Como alternativa, un polinucleétido puede marcarse con un
adaptador mediante ligacion.

Los cédigos de barras o marcaciones pueden fijarse mediante diversas técnicas. La fijacién puede realizarse por
métodos que incluyen, por ejemplo, la ligacién (blunt-end o sticky-end) o el recocido optimizado de sondas de inversién
molecular. Por ejemplo, el marcado puede comprender el uso de una o mas enzimas. La enzima puede ser una ligasa.
La ligasa puede ser una ADN ligasa. Por ejemplo, la ADN ligasa puede ser una ADN ligasa T4, una ADN ligasa de E. coli
y/o una ligasa de mamifero. La ligasa de mamifero puede ser ADN ligasa |, ADN ligasa lll, o ADN ligasa IV. La ligasa
también puede ser una ligasa termoestable. Las marcaciones pueden ligarse al extremo romo de un polinucleétido
(ligacién de extremo romo). Alternativamente, las marcaciones pueden ligarse a un extremo pegajoso de un polinucleétido
(ligacién de extremo pegajoso). La eficacia de la ligacién puede aumentarse optimizando diversas condiciones. La eficacia
de la ligacién puede aumentarse optimizando el tiempo de reaccién de la ligacién. Por ejemplo, el tiempo de reaccioén de
ligacién puede ser inferiora 1, 2, 3, 4, 5, 6,7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 0 20 horas. En un ejemplo
particular, el tiempo de reaccién de la ligaciéon es inferior a 20 horas. La eficacia de la ligacién puede aumentarse
optimizando la concentracién de ligasa en la reaccién. Por ejemplo, la concentracién de ligasa puede ser de al menos 10,
50, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500, o 600 unidades/microlitro. La eficacia también puede optimizarse afiadiendo o
variando la concentracién de una enzima adecuada para la ligacién, cofactores enziméticos u otros aditivos, y/o
optimizando la temperatura de una solucién que contenga la enzima. La eficacia también puede optimizarse variando el
orden de adicién de los distintos componentes de la reaccién. El extremo de la secuencia de la marcacién puede incluir
un dinucleétido para aumentar la eficacia de la ligacion. Cuando la marcaciéon comprende una porcién no complementaria
(por ejemplo, un adaptador en forma de Y), la secuencia en la porcidn complementaria del adaptador de la marcacién
puede comprender una 0 mas secuencias seleccionadas que promuevan la eficiencia de ligacién. Estas secuencias se
sitan en el extremo terminal de la marcacién. Dichas secuencias pueden comprender 1, 2, 3, 4, 5, 0 6 bases terminales.
También puede utilizarse una solucién de reaccién con alta viscosidad (por ejemplo, un nimero de Reynolds bajo) para
aumentar la eficacia de la ligaciéon. Por ejemplo, la solucidén puede tener un nimero de Reynolds inferior a 3000, 2000,
1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100, 50, 25, o 10. También se contempla la posibilidad de utilizar una
distribucién mas o menos unificada de los fragmentos (por ejemplo, una desviacién estandar ajustada) para aumentar la
eficacia de la ligaciéon. Por ejemplo, la variacién en el tamafio de los fragmentos puede ser inferior al 20%, 15%, 10%, 5%,
0 1%. El marcado también puede comprender la extensién del cebador, por ejemplo, mediante la reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR). El marcado también puede incluir cualquiera de las siguientes técnicas: PCR ligada, PCR multiplex,
ligacién de una sola cadena o circularizaciéon de una sola cadena. La eficiencia del marcado (por ejemplo, por ligacién)
puede aumentarse hasta una eficiencia de moléculas marcadas (eficiencia de conversioén) de al menos el 20%, al menos
el 30%, al menos el 40%, al menos el 50%, al menos el 60%, al menos el 70%, al menos el 80%, al menos el 90%, al
menos el 95%, o al menos el 98%.

Se puede realizar una reaccién de ligacién en la que los polinucleétidos parentales de una muestra se mezclan
con una mezcla de reaccién que comprende y oligonucleétidos de cédigo de barras diferentes, donde y = una raiz
cuadrada de n. La ligacién puede dar lugar a la unién aleatoria de oligonucledtidos de cédigo de barras a polinucleétidos
parentales de la muestra. A continuacién, la mezcla de reaccién puede incubarse en condiciones de ligacidn suficientes
para efectuar la ligacién de los oligonucleétidos del codigo de barras a los polinucleétidos parentales de la muestra. En
algunas realizaciones, los cédigos de barras aleatorios seleccionados entre los y oligonucleétidos de cédigo de barras
diferentes se ligan a ambos extremos de los polinucleétidos parentales. La ligacién aleatoria de los cddigos de barras y a
uno o ambos extremos de los polinucleétidos parentales puede dar lugar a la produccion de identificadores Unicos y2. Por
ejemplo, una muestra que comprenda unos 10.000 equivalentes de genoma humano haploide de ADNcf puede marcarse
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con unos 36 identificadores Unicos. Los identificadores Unicos pueden comprender seis cédigos de barras de ADN Unicos.
La ligacion de 6 cddigos de barras tnicos a ambos extremos de un polinucleétido puede dar lugar a que se produzcan 36
posibles identificadores Unicos.

En algunas realizaciones, una muestra que comprende alrededor de 10.000 equivalentes de genoma humano
haploide de ADN se marca con un numero de identificadores Unicos producidos por ligaciéon de un conjunto de cédigos
de barras Unicos a ambos extremos de los polinucleétidos parentales. Por ejemplo, se pueden producir 64 identificadores
Unicos ligando 8 cédigos de barras Unicos a ambos extremos de los polinucledtidos parentales. Asimismo, pueden
producirse 100 identificadores Unicos mediante ligacién de 10 cdédigos de barras Unicos a ambos extremos de los
polinucleétidos parentales, 225 identificadores Unicos mediante ligaciéon de 15 cddigos de barras Unicos a ambos extremos
de los polinucleétidos parentales, 400 identificadores Unicos mediante ligacion de 20 cédigos de barras Unicos a ambos
extremos de los polinucleétidos parentales, 625 identificadores Unicos mediante ligacién de 25 cédigos de barras Unicos
a ambos extremos de los polinucleétidos parentales, 900 identificadores Unicos pueden producirse mediante ligacién de
30 cédigos de barras Unicos a ambos extremos de los polinucleétidos parentales, 1225 identificadores Unicos pueden
producirse mediante ligacién de 35 codigos de barras Unicos a ambos extremos de los polinucleétidos parentales, 1600
identificadores Unicos pueden producirse mediante ligacién de 40 cédigos de barras Unicos a ambos extremos de los
polinucleétidos parentales, 2025 identificadores Unicos pueden producirse mediante ligacién de 45 cédigos de barras
Unicos a ambos extremos de los polinucleétidos parentales, y 2500 identificadores Unicos pueden producirse mediante
ligacién de 50 cédigos de barras Unicos a ambos extremos de los polinucledtidos parentales. La eficacia de ligacién de la
reaccidén puede ser superior al 10%, superior al 20%, superior al 30%, superior al 40%, superior al 50%, superior al 60%,
superior al 70%, superior al 80%, o superior al 90%. Las condiciones de ligacién pueden incluir el uso de adaptadores
bidireccionales que puedan unirse a cualquiera de los extremos del fragmento y seguir siendo amplificables. Las
condiciones de ligacién pueden comprender adaptadores de ligacién de extremo pegajoso, cada uno con un saliente de
al menos una base nucleotidica. En algunos casos, las condiciones de ligacién pueden comprender adaptadores con
diferentes bases voladizas para aumentar la eficacia de la ligacién. Como ejemplo no limitativo, las condiciones de ligacién
pueden comprender adaptadores con salientes de citosina (C) de base Unica (es decir, adaptadores de cola C), salientes
de timina (T) de base Unica (adaptadores de cola T), salientes de adenina (A) de base Unica (adaptadores de cola A), y/o
salientes de guanina (G) de base Unica (adaptadores de cola G). Las condiciones de ligacién pueden incluir ligacién de
extremo romo, en contraposiciéon a la ligacién de cola. Las condiciones de ligacion pueden comprender la titulacién
cuidadosa de una cantidad de oligonucleétidos adaptadores y/o de cédigo de barras. Las condiciones de ligaciéon pueden
comprender el uso de un exceso molar de méas de 2X, mas de 5X, méas de 10X, mas de 20X, més de 40X, mas de 60X,
més de 80X, (por ejemplo, ~100X) de oligonucleétidos adaptadores y/o de cédigo de barras en comparacién con una
cantidad de fragmentos de polinucleétidos parentales en la mezcla de reaccién. Las condiciones de ligacién pueden
comprender el uso de una ADN ligasa T4 (por ejemplo, NEBNExt Ultra Ligation Module). En un ejemplo, se utilizan 18
microlitros de mezcla maestra de ligasa con 90 microlitros de ligacién (18 partes de los 90) y potenciador de ligacién. En
consecuencia, la marcacion de polinucleétidos parentales con n identificadores Unicos puede comprender el uso de un
namero y de cdédigos de barras diferentes, donde y= una raiz cuadrada de n. Las muestras marcadas de este modo
pueden ser aquellas con un rango de aproximadamente 10 ng a cualquiera de aproximadamente 100 ng,
aproximadamente 200 ng, aproximadamente 300 ng, aproximadamente 400 ng, aproximadamente 500 ng,
aproximadamente 1 pg, o aproximadamente 10 ug de polinucledtidos fragmentados, por ejemplo, ADN gendmico, por
ejemplo, ADNcf. El numero y de cédigos de barras utilizados para identificar polinucleétidos parentales en una muestra
puede depender de la cantidad de &cido nucleico en la muestra.

Un método para aumentar la eficiencia de la conversién implica el uso de una ligasa disefiada para una
reactividad 6ptima en ADN monocatenario, como un derivado de ligasa de ADN monocatenario (ssADN) de ThermoPhage.
Dichas ligasas evitan las etapas tradicionales en la preparacién de bibliotecas de reparacién de extremos y de cola A, que
pueden tener eficiencias pobres y/o pérdidas acumuladas debido a las etapas intermedias de limpieza, y permiten el doble
de probabilidad de que el polinucledtido de partida sentido o antisentido se convierta en un polinucleétido marcado
adecuadamente. También convierte polinucleétidos de doble cadena que pueden poseer salientes que no pueden ser lo
suficientemente despuntados por la reaccidn tipica de reparaciéon de extremos. Las condiciones de reaccidn éptimas para
esta reaccién ssADN son: 1 x tampén de reaccién (50 milimolar (mM) MOPS (pH 7,5), 1 mM DTT, 5 mM MgC12, 10 mM
KC1). Con 50 mM de ATP, 25 mg/ml de BSA, 2,5 mM de MnC12, 200 pmol de 85 nt de ssADN oligémero y 5 U de ssADN
ligasa incubados a 65°C durante 1 hora. La amplificacién posterior mediante PCR puede convertir atin més la biblioteca
monocatenaria marcada en una biblioteca bicatenaria y obtener una eficiencia de conversion global muy superior al 20%.
Otros métodos para aumentar la tasa de conversién, por ejemplo, por encima del 10%, incluyen, por ejemplo, cualquiera
de los siguientes, solos 0 en combinacién: sondas de inversién molecular de recocido optimizado, ligacién de extremo
romo con un rango de tamafio de polinucleétido bien controlado, seleccién de una polimerasa de alta eficiencia, ligacién
de extremo pegajoso o un paso de amplificacién multiplex por adelantado con o sin el uso de cebadores de fusion,
optimizacién de las bases finales en una secuencia diana, optimizacidén de las condiciones de reaccién (incluido el tiempo
de reaccidn), y la introduccién de uno o mas pasos para limpiar una reaccién (p. ej., de fragmentos de acido nucleico no
deseados) durante la ligacidn, y optimizacién de la temperatura de las condiciones tampén. La ligacién de extremos
pegajosos puede realizarse utilizando salientes de multiples nucledtidos. La ligacion de extremos pegajosos puede
realizarse utilizando salientes de un solo nucleétido que comprendan unabase A, T, C, 0 G.

La presente divulgacién también proporciona composiciones de polinucleétidos marcados. Los polinucleétidos
pueden comprender ADN fragmentado, por ejemplo, ADNcf. Un conjunto de polinucleétidos en la composicién que
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mapean a una posicién de base mapeable en un genoma puede ser marcado de forma no Unica, es decir, el nUmero de
identificadores diferentes puede ser al menos 2 y menor que el nimero de polinuclebtidos que mapean a la posicién de
base mapeable. Una composicién de entre aproximadamente 10 ng a aproximadamente 10 pg (por ejemplo, cualquiera
de entre aproximadamente 10 ng- 1 pg, aproximadamente 10 ng- 100 ng, aproximadamente 100 ng- 10 pg,
aproximadamente 100 ng- 1 Jg, aproximadamente 1/g- 10 y) puede llevar entre 2, 5, 10, 50 o 100 a cualquiera de 100,
1000, 10.000 o 100.000 identificadores diferentes. Por ejemplo, pueden utilizarse entre 5 y 100 identificadores diferentes
para marcar los polinucleétidos de dicha composicién.

Secuenciacioén

Los polinucleétidos marcados pueden secuenciarse para generar lecturas de secuencias. Por ejemplo, se puede
secuenciar un polinucledtido duplex marcado. Las lecturas de secuencias pueden generarse a partir de una sola hebra
de un polinucleétido duplex marcado. Alternativamente, ambas hebras de un polinucleétido duplex marcado pueden
generar lecturas de secuencias. Las dos cadenas del polinucleétido duplex marcado pueden incluir las mismas
marcaciones. Alternativamente, las dos hebras del polinucleétido dlplex marcado pueden incluir marcaciones diferentes.
Cuando las dos hebras del polinucleétido duplex marcado estdn marcadas de forma diferente, las lecturas de secuencias
generadas a partir de una hebra (por ejemplo, una hebra Watson) pueden distinguirse de las lecturas de secuencias
generadas a partir de las otras hebras (por ejemplo, una hebra Crick). La secuenciaciéon puede implicar la generacion de
multiples lecturas de secuencias para cada molécula. Esto ocurre, por ejemplo, como resultado de la amplificacién de
cadenas polinucleotidicas individuales durante el proceso de secuenciacion, por ejemplo, mediante PCR.

Los métodos aqui divulgados pueden comprender la amplificacién de polinucleétidos. La amplificacién puede
realizarse antes del marcado, después del marcado, 0 en ambos casos. La amplificacién de polinucleétidos puede dar
lugar a la incorporacidén de nucleétidos en una molécula de 4cido nucleico o cebador, formando asi una nueva molécula
de 4cido nucleico complementaria a un acido nucleico molde. La molécula polinucleotidica recién formada y su molde
pueden utilizarse como plantillas para sintetizar polinucleétidos adicionales. Los polinucleétidos que se amplifican pueden
ser cualquier &cido nucleico, por ejemplo, acidos desoxirribonucleicos, incluidos ADN genémicos, ADNc (ADN
complementario), ADNcf, y ADN tumoral circulante (ADNct). Los polinucleétidos amplificados también pueden ser ARN.
Tal y como se utiliza aqui, una reaccién de amplificacién puede comprender muchas rondas de replicaciéon del ADN. Las
reacciones de amplificacién del ADN pueden incluir, por ejemplo, la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Una
reaccién de PCR puede comprender de 2 a 100 "ciclos" de desnaturalizacion, recocido, y sintesis de una molécula de
ADN. Por ejemplo, pueden realizarse de2a7,de5a10,de6a11,de7a12,de8a13,de9a14,de10a15 de11a
16, de 12 a 17, de 13 a 18, de 14 a 19, o de 15 a 20 ciclos durante la etapa de amplificacién. La condicién de la PCR
puede optimizarse en funcién del contenido en GC de las secuencias, incluidos los cebadores. Los cebadores de
amplificaciéon pueden elegirse para seleccionar una secuencia diana de interés. Los cebadores pueden disefiarse para
optimizar o maximizar la eficacia de la conversién. En algunas realizaciones, los cebadores contienen una secuencia corta
entre los cebadores para extraer una pequefia regién de interés. En algunas realizaciones, los cebadores se dirigen a
regiones nucleosémicas de modo que los cebadores hibridan con areas donde estan presentes nucleosomas, en
contraposicién a areas entre nucleosomas, porque las areas inter-nucleosémicas estan més altamente escindidas y por
lo tanto es menos probable que estén presentes como dianas.

En algunas realizaciones, se atacan regiones del genoma que estan protegidas diferencialmente por
nucleosomas y otros mecanismos reguladores en células cancerosas, el microambiente tumoral, o componentes del
sistema inmunitario (granulocitos, linfocitos infiltrantes de tumores, etc.). En algunas realizaciones, el objetivo son otras
regiones que son estables y/o no estan reguladas diferencialmente en las células tumorales. Dentro de estas regiones,
las diferencias en la cobertura, los sitios de corte, la longitud del fragmento, el contenido de la secuencia, el contenido de
la secuencia en los puntos finales del fragmento, o el contenido de la secuencia del contexto genémico cercano pueden
utilizarse para inferir la presencia o ausencia de una determinada clasificacién de células cancerosas (por ejemplo,
canceres mutantes EGFR, mutantes KRAS, amplificados ERBb2, o con expresién PD-1), o tipo de cancer (por ejemplo,
adenocarcinoma de pulmdn, mama o colorrectal). Esta orientacién también puede mejorar la sensibilidad y/o especificidad
del ensayo al aumentar la cobertura en determinados sitios o la probabilidad de captura. Estos principios se aplican a los
métodos de seleccion, incluidos, entre otros, la ligacibn més el enriquecimiento basado en la captura hibrida, el
enriquecimiento basado en la amplificacién, el enriquecimiento basado en el circulo rodante con cebadores de iniciacion
especificos de secuencia/localizacion genémica, y otros métodos. Las regiones que pueden ser objeto de tales métodos
y analisis posteriores incluyen, entre otras, regiones intrénicas, regiones exénicas, regiones promotoras, regiones TSS,
elementos reguladores distantes, regiones potenciadoras y regiones superpotenciadoras y/o uniones de las anteriores.
Estos métodos también pueden utilizarse para inferir el tejido de origen del tumor y/o una medida de la carga tumoral en
combinacién con otras técnicas descritas en el presente documento para determinar variantes (por ejemplo, variantes de
la linea germinal o sométicas) contenidas en la muestra. Por ejemplo, las variantes de la linea germinal pueden determinar
la predisposicién a ciertos tipos de cancer, mientras que las variantes somaticas pueden correlacionarse con determinados
tipos de cancer basédndose especificamente en los genes afectados, las vias y los porcentajes de las variantes. A
continuacién, esta informacién puede utilizarse en combinacién con firmas epigenéticas relativas a mecanismos
reguladores y/o modificaciones quimicas como, por ejemplo, metilacién, hidroximetilacion, acetilacién, y/o ARN. La
biblioteca de acidos nucleicos puede implicar el analisis combinado de ADN, modificaciones del ADN y ARN para
aumentar la sensibilidad y especificidad en la deteccién del cancer, el tipo de cancer, las vias moleculares activadas en
la enfermedad especifica, el tejido de origen, asi como una medida que corresponda a la carga tumoral. Los enfoques
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para analizar cada uno de los anteriores se han descrito en otro lugar y pueden combinarse para el analisis de una o
varias muestras del mismo paciente, pudiendo proceder la muestra de varios especimenes corporales.

Las técnicas de amplificacién de acidos nucleicos pueden utilizarse con los ensayos aqui descritos. Algunas
técnicas de amplificacién son las metodologias PCR que pueden incluir, entre otras, la PCR en solucién y la PCR in situ.
Por ejemplo, la amplificacién puede comprender la amplificacion basada en PCR. Alternativamente, la amplificacion puede
comprender amplificacién no basada en PCR. La amplificacién del 4cido nucleico molde puede incluir el uso de una o
méas polimerasas. Por ejemplo, la polimerasa puede ser una ADN polimerasa o una ARN polimerasa. En algunos casos,
se lleva a cabo una amplificacién de alta fidelidad, como con el uso de polimerasas de alta fidelidad (por ejemplo, Phusion
RTM High-Fidelity DNA Polymerase) o protocolos de PCR. En algunos casos, la polimerasa puede ser una polimerasa de
alta fidelidad. Por ejemplo, la polimerasa puede ser KAPA HiFi ADN polimerasa. La polimerasa también puede ser la ADN
polimerasa Phusion o una polimerasa Ultra Il. La polimerasa puede utilizarse en condiciones de reaccién que reduzcan o
minimicen los sesgos de amplificacién, por ejemplo, debidos a la longitud del fragmento y/o al contenido de GC.

La amplificacién de una sola cadena de un polinucleétido por PCR generaréa copias tanto de esa cadena como
de su complemento. Durante la secuenciacion, tanto la cadena como su complemento generaran lecturas de secuencia.
Sin embargo, las lecturas de secuencias generadas a partir del complemento de, por ejemplo, la cadena Watson, pueden
identificarse como tales porque llevan el complemento de la parte de la marcacién duplex que marcé la cadena Watson
original. Por el contrario, una lectura de secuencia generada a partir de una cadena Crick o su producto de amplificacién
llevar la parte de la marcacién daplex que marcd la cadena Crick original. De este modo, una lectura de secuencia
generada a partir de un producto amplificado de un complemento de la cadena Watson puede distinguirse de una lectura
de secuencia de complemento generada a partir de un producto de amplificacién de la cadena Crick de la molécula
original.

La amplificacién, como la amplificacion PCR, se realiza normalmente en rondas. Las rondas de amplificacién
ejemplares incluyen 1,2, 3,4, 5,6,7, 8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 0 méas rondas de amplificacién.
Las condiciones de amplificacién pueden optimizarse, por ejemplo, para las condiciones del tampén y el tipo y las
condiciones de la polimerasa. La amplificacién también puede modificarse para reducir el sesgo en el procesamiento de
la muestra, por ejemplo, reduciendo el sesgo de amplificacién no especifica, el sesgo de contenido de GC, y el sesgo de
tamafio.

En algunas realizaciones, las secuencias pueden ser enriquecidas antes de la secuenciacién. El enriquecimiento
puede realizarse para regiones diana especificas o de forma inespecifica. En algunas realizaciones, las regiones
gendmicas de interés objetivo pueden enriquecerse con sondas de captura ("cebos") seleccionadas para uno o mas
paneles de conjuntos de cebos utilizando un esquema de mosaico y captura diferencial. Un esquema de mosaico y captura
diferencial utiliza conjuntos de cebos de diferentes concentraciones relativas para mosaico diferencial (por ejemplo, a
diferentes "resoluciones") a través de las regiones gendmicas asociadas con los cebos, sujeto a un conjunto de
restricciones (por ejemplo, restricciones del secuenciador como la carga de secuenciacion, la utilidad de cada cebo, etc.),
y capturarlos a un nivel deseado para la secuenciacién posterior. Estas regiones gendmicas de interés pueden incluir
variantes de un solo nucleétido (SNV) e indels (es decir, inserciones o deleciones). Las regiones genémicas de interés
objetivo pueden comprender regiones genémicas de interés troncales ("regiones troncales") o regiones genémicas de
interés de puntos calientes ("regiones de puntos calientes" o "regiones de puntos calientes" o "puntos calientes" o
"hotspots"). Mientras que los "puntos calientes" pueden referirse a loci concretos asociados a variantes de secuencia, las
regiones "troncales" pueden referirse a regiones genémicas mas amplias, cada una de las cuales puede tener una o mas
variantes de secuencia potenciales. Por ejemplo, una regién troncal puede ser una regién que contenga una o mas
mutaciones asociadas al cancer, mientras que un punto caliente puede ser un locus con una mutacién particular asociada
al cancer recurrente o un locus con una mutacién recurrente particular asociada al cancer. Las regiones genémicas de
interés, tanto de la columna vertebral como de los puntos calientes, pueden incluir genes marcadores tumorales
comunmente incluidos en los ensayos de biopsia liquida (por ejemplo, BRAF, BRCA 1/2, EGFR, KRAS, PIK3CA, ROSI,
TP53, y otros), para los que se puede esperar que se observen una o mas variantes en sujetos con céncer. En algunas
realizaciones, se pueden utilizar microesferas marcadas con biotina con sondas para una o mas regiones de interés para
capturar secuencias diana, opcionalmente seguidas de amplificacién de esas regiones, para enriquecer las regiones de
interés.

La cantidad de datos de secuenciacién que pueden obtenerse de una muestra es finita, y esta limitada por
factores como la calidad de las plantillas de acido nucleico, el nimero de secuencias objetivo, la escasez de secuencias
especificas, las limitaciones de las técnicas de secuenciacién, y consideraciones practicas como el tiempo y los gastos.
Asi pues, un "presupuesto de lectura" es una forma de conceptualizar la cantidad de informacién genética que puede
extraerse de una muestra. Se puede seleccionar un presupuesto de lecturas por muestra que identifique el nimero total
de lecturas de base que se asignaran a una muestra de prueba que comprende una cantidad predeterminada de ADN en
un experimento de secuenciacidon. El presupuesto de lecturas puede basarse en el total de lecturas producidas, por
ejemplo, incluyendo las lecturas redundantes producidas a través de la amplificacién. Alternativamente, puede basarse
en el nimero de moléculas Unicas detectadas en la muestra. En ciertas realizaciones, el presupuesto de lectura puede
reflejar la cantidad de soporte de doble cadena para una llamada en un locus. Es decir, el porcentaje de loci para los que
se detectan lecturas de ambas cadenas de una molécula de ADN.
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Los factores de un presupuesto de lectura incluyen la profundidad de lectura y la longitud del panel. Por ejemplo,
un presupuesto de 3.000.000.000 de lecturas puede asignarse como 150.000 bases a una profundidad media de lectura
de 20.000 lecturas/base. La profundidad de lectura puede referirse al nimero de moléculas que producen una lectura en
un locus. En la presente divulgacién, las lecturas en cada base pueden asignharse entre bases en la regién de la columna
vertebral del panel, a una primera profundidad media de lectura y bases en la regién de puntos calientes del panel, a una
profundidad de lectura mayor. En algunas realizaciones, una muestra se secuencia hasta una profundidad de lectura
determinada por la cantidad de &cido nucleico presente en la muestra. En algunas realizaciones, una muestra se
secuencia con una profundidad de lectura establecida, de forma que las muestras que comprenden diferentes cantidades
de 4cido nucleico se secuencian con la misma profundidad de lectura. Por ejemplo, una muestra de 300 ng de acidos
nucleicos puede secuenciarse con una profundidad de lectura de 1/10 de la de una muestra de 30 ng de 4acidos nucleicos.
En algunas realizaciones, los acidos nucleicos de dos 0 més sujetos diferentes pueden afiadirse juntos en una proporcién
basada en la cantidad de &cidos nucleicos obtenidos de cada uno de los sujetos.

A modo de ejemplo no limitativo, si un presupuesto de lecturas consiste en 100.000 recuentos de lecturas para
una muestra dada, esos 100.000 recuentos de lecturas se dividiran entre lecturas de regiones troncales y lecturas de
regiones hotspot. Si se asigna un gran nimero de esas lecturas (por ejemplo, 90.000 lecturas) a las regiones troncales,
se asignara un pequefio numero de lecturas (por ejemplo, las 10.000 lecturas restantes) a las regiones hotspot. A la
inversa, si se asignha un gran nimero de lecturas (por ejemplo, 90.000 lecturas) a las regiones "hotspot", se asignaréa un
pequefio numero de lecturas (por ejemplo, las 10.000 lecturas restantes) a las regiones "backbone". Asi, un trabajador
cualificado puede asignar un presupuesto de lectura para proporcionar los niveles deseados de sensibilidad vy
especificidad. En ciertas realizaciones, el presupuesto de lecturas puede estar entre 100.000.000 de lecturas y
100.000.000.000 de lecturas, por ejemplo, entre 500.000.000 de lecturas y 50.000.000.000 de lecturas, o entre
aproximadamente 1.000.000.000 de lecturas y 5.000.000.000 de lecturas a través de, por ejemplo, 20.000 bases a
100.000 bases.

Todos los polinucleétidos (por ejemplo, polinucleétidos amplificados) pueden ser sometidos a un dispositivo de
secuenciacién para ser secuenciados. Alternativamente, una muestra, o subconjunto, de todos los polinucleétidos
amplificados se somete a un dispositivo de secuenciacién para su secuenciaciéon. Con respecto a cualquier polinucleétido
original de doble cadena puede haber tres resultados con respecto a la secuenciacién. En primer lugar, las lecturas de
secuencias pueden generarse a partir de las dos cadenas complementarias de la molécula original (es decir, tanto de la
cadena Watson como de la cadena Crick). En segundo lugar, las lecturas de secuencias s6lo pueden generarse a partir
de una de las dos cadenas complementarias (es decir, a partir de la cadena Watson o de la cadena Crick, pero no de
ambas). En tercer lugar, no se puede generar ninguna lectura de secuencia a partir de ninguna de las dos cadenas
complementarias. Por consiguiente, el recuento de las lecturas de secuencias Unicas que corresponden a un locus
genético subestimara el nimero de polinucleétidos de doble cadena de la muestra original que corresponden al locus.
Aqui se describen métodos para estimar los polinucleétidos no vistos y no contados.

El método de secuenciacién puede ser secuenciacion paralela masiva, es decir, secuenciacién simultanea (o en
réapida sucesién) de al menos 100, 1000, 10.000, 100.000, 1 millén, 10 millones, 100 millones, o 1.000 millones de
moléculas de polinucledtidos.

Los métodos de secuenciacién pueden incluir, entre otros: secuenciacién de alto rendimiento, pirosecuenciacién,
secuenciacién por sintesis, secuenciacién de molécula Unica, secuenciacibn por nanoporos, secuenciacién por
semiconductores, secuenciacidn por ligacién, secuenciacién por hibridacion, RNA-Seq (lllumina), Digital Gene Expression
(Helicos), Next generation sequencing, Single Molecule Sequencing by Synthesis (SMSS) (Helicos), secuenciacion
masiva en paralelo, Clonal Single Molecule Array (Solexa), secuenciacién shotgun, secuenciacién Maxam-Gilbert o
Sanger, primer walking, secuenciacién mediante plataformas PacBio, SOLID, lon Torrent, o Nanopore y cualquier otro
método de secuenciacién conocido en la técnica.

El método puede comprender la secuenciacién de al menos 1 millén, 10 millones, 100 millones, 500 millones,
1.000 millones, 1.100 millones, 1.200 millones, 1.500 millones, 2.000 millones, 2.500 millones, 3.000 millones, 3.500
millones, 4.000 millones, 4.500 millones, 5.000 millones, 5.500 millones, 6.000 millones, 6.500 millones, 7.000 millones,
8.000 millones, 9.000 millones o 10.000 millones de pares de bases. En algunos casos, los métodos pueden comprender
la secuenciacién de aproximadamente 1.000 millones a aproximadamente 7.000 millones, de aproximadamente 1.100
millones a aproximadamente 6.800 millones, de aproximadamente 1.200 millones a aproximadamente 6.500 millones, de
aproximadamente 1.100 millones a aproximadamente 6.400 millones, de aproximadamente 1.500 millones a
aproximadamente 7.000 millones, de aproximadamente 2.000 millones a aproximadamente 6.000 millones, de
aproximadamente 2.500 millones a aproximadamente 5500 millones, de aproximadamente 3.000 millones a
aproximadamente 5.000 millones de pares de bases. Por ejemplo, los métodos pueden comprender la secuenciacion de
aproximadamente 1.200 millones a aproximadamente 6.500 millones de pares de bases.

Marcadores Tumorales

Un marcador tumoral es una variante genética asociada a uno o méas cénceres. Los marcadores tumorales
pueden determinarse utilizando cualquiera de varios recursos o métodos. Un marcador tumoral puede haber sido
descubierto previamente o puede ser descubierto de novo mediante técnicas experimentales o epidemiolégicas. La
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deteccién de un marcador tumoral puede ser indicativa de cancer cuando el marcador tumoral esta altamente
correlacionado con un cancer. La detecciéon de un marcador tumoral puede ser indicativa de cancer cuando un marcador
tumoral en una regién o gen se produce con una frecuencia que es mayor que una frecuencia para una determinada
poblacién de fondo o conjunto de datos.

Los recursos disponibles publicamente, como la literatura cientifica y las bases de datos, pueden describir en
detalle las variantes genéticas que se han encontrado asociadas al cancer. La literatura cientifica puede describir
experimentos o estudios de asociaciéon del genoma completo (GWAS) que asocian una o0 més variantes genéticas con el
cancer. Las bases de datos pueden agregar informacién obtenida de fuentes como la literatura cientifica para proporcionar
un recurso mas completo para determinar uno o mas marcadores tumorales. Ejemplos no limitativos de bases de datos
son FANTOM, GTex, GEO, Body Atlas, INSIGHT, OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man, omim.org), cBioPortal
(cbioportal.org), CIVIiC (Clinical Interpretations of Variants in Cancer, civic.genome.wustl.edu), DOCM (Database of
Curated Mutations, docm.genome.wustl.edu), y ICGC Data Portal (dcc.icgc.org). Otro ejemplo es la base de datos
COSMIC (Catalogue of Somatic Mutations in Cancer), que permite buscar marcadores tumorales por cancer, gen, o tipo
de mutacién. Los marcadores tumorales también pueden determinarse de novo mediante la realizacién de experimentos
como estudios de casos y controles o de asociacidn (por ejemplo, estudios de asociacién de genoma completo).

Pueden detectarse uno 0 mas marcadores tumorales en el panel de secuenciacién. Un marcador tumoral puede
ser una o mas variantes genéticas asociadas al cancer. Los marcadores tumorales pueden seleccionarse entre variantes
de nucleétido unico (SNV), variantes del nimero de copias (CNV), inserciones o deleciones (por ejemplo, indels), fusiones
génicas e inversiones. Los marcadores tumorales pueden afectar al nivel de una proteina. Los marcadores tumorales
pueden estar en un promotor o potenciador, y pueden alterar la transcripcién de un gen. Los marcadores tumorales pueden
afectar a la transcripcién y/o a la eficacia traductora de un gen. Los marcadores tumorales pueden afectar a la estabilidad
de un ARNm transcrito. El marcador tumoral puede dar lugar a un cambio en la secuencia de aminoacidos de una proteina
traducida. El marcador tumoral puede afectar al splicing, puede cambiar el aminoacido codificado por un codén concreto,
puede dar lugar a un desplazamiento de marco, o a un coddn de parada prematuro. El marcador tumoral puede dar lugar
a una sustitucién conservadora de un aminoécido. Uno o0 més marcadores tumorales pueden dar lugar a una sustitucion
conservadora de un aminoé&cido. Uno o més marcadores tumorales pueden dar lugar a una sustitucién no conservativa
de un aminoacido.

Uno o mas de los marcadores tumorales puede ser una mutacién impulsora. Una mutacién impulsora es una
mutacién que confiere una ventaja selectiva a una célula tumoral en su microentorno, ya sea aumentando su supervivencia
0 su reproduccion. Ninguno de los marcadores tumorales puede ser una mutacién impulsora. Uno o mas de los
marcadores tumorales puede ser una mutacién pasajera. Una mutaciéon pasajera es una mutacién que no tiene ningln
efecto sobre la aptitud de una célula tumoral, pero que puede estar asociada a una expansién clonal porque se produce
en el mismo genoma que una mutacién impulsora.

La frecuencia de un marcadortumoral puede sertan baja como el 0,001%. La frecuencia de un marcador tumoral
puede ser tan baja como el 0,005%. La frecuencia de un marcador tumoral puede ser tan baja como el 0,01%. La
frecuencia de un marcador tumoral puede ser tan baja como el 0,02%. La frecuencia de un marcador tumoral puede ser
tan baja como el 0,03%. La frecuencia de un marcador tumoral puede ser tan baja como el 0,05%. La frecuencia de un
marcador tumoral puede ser tan baja como el 0,1%. La frecuencia de un marcador tumoral puede ser tan baja como el
1%.

Ningln marcador tumoral puede estar presente en mas del 50% de las personas con cancer. Ningln marcador
tumoral puede estar presente en mas del 40% de los sujetos con céncer. Ningin marcador tumoral puede estar presente
en mas del 30% de los sujetos con cancer. Ningln marcador tumoral puede estar presente en mas del 20% de los sujetos
con cancer. Ningin marcador tumoral puede estar presente en més del 10% de los sujetos con céncer. Ningun marcador
tumoral puede estar presente en méas del 5% de los sujetos con cancer. Un Unico marcador tumoral puede estar presente
entre el 0,001% y el 50% de los sujetos con cancer. Un Unico marcador tumoral puede estar presente entre el 0,01% y el
50% de los sujetos con cancer. Un Unico marcador tumoral puede estar presente entre el 0,01% y el 30% de los sujetos
con cancer. Un Unico marcador tumoral puede estar presente entre el 0,01% y el 20% de los sujetos con cancer. Un Unico
marcador tumoral puede estar presente entre el 0,01% y el 10% de los sujetos con cancer. Un Unico marcador tumoral
puede estar presente entre el 0,1% y el 10% de los sujetos con cancer. Un Unico marcador tumoral puede estar presente
entre el 0,1% y el 5% de los sujetos con cancer.

La deteccién de un marcador tumoral puede indicar la presencia de uno o méas canceres. La deteccién puede
indicar la presencia de un cancer seleccionado del grupo que comprende el cancer de ovario, el cancer de pancreas, el
cancer de mama, el cancer colorrectal, el carcinoma pulmonar de células no pequefias (por ejemplo, carcinoma de células
escamosas o adenocarcinoma) o cualquier otro cancer. La deteccién puede indicar la presencia de cualquier cancer
seleccionado del grupo que comprende el cancer de ovario, el cancer de pancreas, el cancer de mama, el céncer
colorrectal, el carcinoma pulmonar de células no pequefias (células escamosas o adenocarcinoma) o cualquier otro
cancer. La deteccion puede indicar la presencia de cualquiera de una pluralidad de canceres seleccionados del grupo que
comprende el cancer de ovario, el cancer de pancreas, el cancer de mama, el cancer colorrectal y el carcinoma pulmonar
de células no pequefas (células escamosas 0 adenocarcinoma), o cualquier otro cancer. La deteccidén puede indicar la
presencia de uno o varios de los cdnceres mencionados en esta solicitud.

44



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2991 960 T3

Uno o mas canceres pueden presentar un marcador tumoral en al menos un exén del panel. Uno o mas canceres
seleccionados del grupo que comprende el cancer de ovario, el cancer de péancreas, el cancer de mama, el cancer
colorrectal, el carcinoma de pulmén de células no pequefias (células escamosas o adenocarcinoma), o cualquier otro
cancer, presentan cada uno un marcador tumoral en al menos un exén del panel. Cada uno de al menos 3 de los canceres
puede presentar un marcador tumoral en al menos un exén del panel. Cada uno de al menos 4 de los cénceres puede
presentar un marcador tumoral en al menos un exén del panel. Cada uno de al menos 5 de los canceres puede presentar
un marcador tumoral en al menos un exén del panel. Cada uno de al menos 8 de los canceres puede presentar un
marcador tumoral en al menos un exén del panel. Cada uno de al menos 10 de los canceres puede presentar un marcador
tumoral en al menos un exén del panel. Todos los canceres pueden presentar un marcador tumoral en al menos un exén
del panel.

Si un sujeto tiene un céancer, el sujeto puede presentar un marcador tumoral en al menos un exén o gen del
panel. Al menos el 85% de los sujetos que padecen un cancer pueden presentar un marcador tumoral en al menos un
exén o gen del panel. Al menos el 90% de los sujetos con cancer pueden presentar un marcador tumoral en al menos un
exén o gen del panel. Al menos el 92% de los sujetos que padecen un cancer pueden presentar un marcador tumoral en
al menos un exén o gen del panel. Al menos el 95% de los sujetos que padecen un cancer pueden presentar un marcador
tumoral en al menos un exén o gen del panel. Al menos el 96% de los sujetos que padecen un cancer pueden presentar
un marcador tumoral en al menos un exén o gen del panel. Al menos el 97% de los sujetos que padecen un cancer pueden
presentar un marcador tumoral en al menos un exén o gen del panel. Al menos el 98% de los sujetos que padecen un
cancer pueden presentar un marcador tumoral en al menos un exén o gen del panel. Al menos el 99% de los sujetos que
padecen un cancer pueden presentar un marcador tumoral en al menos un ex6n o gen del panel. Al menos el 99,5% de
los sujetos que padecen un cancer pueden presentar un marcador tumoral en al menos un exén o gen del panel.

Si un sujeto tiene un céncer, el sujeto puede mostrar un marcador tumoral en al menos una regién del panel. Al
menos el 85% de los sujetos que padecen un cancer pueden presentar un marcador tumoral en al menos una regién del
panel. Al menos el 90% de los sujetos que padecen un cancer pueden presentar un marcador tumoral en al menos una
regién del panel. Al menos el 92% de los sujetos que padecen un cancer pueden presentar un marcador tumoral en al
menos una regién del panel. Al menos el 95% de los sujetos que padecen un cancer pueden presentar un marcador
tumoral en al menos una regién del panel. Al menos el 96% de los sujetos que padecen un cancer pueden presentar un
marcador tumoral en al menos una regién del panel. Al menos el 97% de los sujetos que padecen un céancer pueden
presentar un marcador tumoral en al menos una regién del panel. Al menos el 98% de los sujetos que padecen un cancer
pueden presentar un marcador tumoral en al menos una regién del panel. Al menos el 99% de los sujetos que padecen
un céancer pueden presentar un marcador tumoral en al menos una regién del panel. Al menos el 99,5% de los sujetos
que padecen un cancer pueden presentar un marcador tumoral en al menos una regién del panel.

La deteccién puede realizarse con una alta sensibilidad y/o una alta especificidad. La sensibilidad puede referirse
a una medida de la proporcién de positivos que se identifican correctamente como tales. En algunos casos, la sensibilidad
se refiere al porcentaje de todos los marcadores tumorales existentes que se detectan. En algunos casos, la sensibilidad
se refiere al porcentaje de personas enfermas a las que se identifica correctamente como portadoras de determinada
enfermedad. La especificidad puede referirse a una medida de la proporcién de negativos que se identifican correctamente
como tales. En algunos casos, la especificidad se refiere a la proporcién de bases inalteradas que se identifican
correctamente. En algunos casos, la especificidad se refiere al porcentaje de personas sanas a las que se identifica
correctamente como no portadoras de determinada enfermedad. El método de marcado no Unico descrito anteriormente
aumenta significativamente la especificidad de la deteccién al reducir el ruido generado por los errores de amplificacién y
secuenciacién, lo que reduce la frecuencia de falsos positivos. La deteccién puede realizarse con una sensibilidad de al
menos 95%, 97%, 98%, 99%, 99,5%, 0 99,9% y/o una especificidad de al menos 80%, 90%, 95%, 97%, 98% o0 99%. La
deteccion puede realizarse con una sensibilidad de al menos 90%, 95%, 97%, 98%, 99%, 99,5%, 99,6%, 99,98%, 99,9%
0 99,95%. La deteccién puede realizarse con una especificidad de al menos 90%, 95%, 97%, 98%, 99%, 99,5%, 99,6%,
99,98%, 99,9% 0 99,95%. La deteccién puede realizarse con una especificidad de al menos el 70% y una sensibilidad de
al menos el 70%, una especificidad de al menos el 75% y una sensibilidad de al menos el 75%, una especificidad de al
menos el 80% y una sensibilidad de al menos el 80%, una especificidad de al menos el 85% y una sensibilidad de al
menos el 85%, una especificidad de al menos el 90% y una sensibilidad de al menos el 90%, una especificidad de al
menos el 95% y una sensibilidad de al menos el 95%, una especificidad de al menos el 96% y una sensibilidad de al
menos el 96%, una especificidad de al menos el 97% y una sensibilidad de al menos el 97%, una especificidad de al
menos el 98% y una sensibilidad de al menos el 98%, una especificidad de al menos el 99% y una sensibilidad de al
menos el 99%, o una especificidad del 100% y una sensibilidad del 100%. En algunos casos, los métodos pueden detectar
un marcadortumoral con una sensibilidad de aproximadamente el 80% o superior. En algunos casos, los métodos pueden
detectar un marcador tumoral con una sensibilidad de aproximadamente el 95% o superior. En algunos casos, los métodos
pueden detectar un marcador tumoral con una sensibilidad de sensibilidad de alrededor del 80% o superior, y una
sensibilidad de sensibilidad de alrededor del 95% o superior.

La deteccién puede ser muy precisa. La precisién puede aplicarse a la identificacién de marcadores tumorales en el ADN
libre de células, y/o al diagnéstico del cancer. Pueden utilizarse herramientas estadisticas, como el analisis covariante
descrito anteriormente, para aumentar y/o medir la precisién. Los métodos pueden detectar un marcador tumoral con una
precisién de al menos el 80%, 90%, 95%, 97%, 98% o 99%, 99,5%, 99,6%, 99,98%, 99,9%, 0 99,95%. En algunos casos,
los métodos pueden detectar un marcador tumoral con una precisién de al menos el 95% o superior.
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Limite de deteccidén/intervalo de ruido

El ruido puede introducirse a través de errores en la copia y/o lectura de un polinucledtido. Por ejemplo, en un
proceso de secuenciacién, un polinucledtido Unico puede someterse primero a amplificacién. La amplificaciéon puede
introducir errores, de modo que un subconjunto de los polinucleétidos amplificados puede contener, en un locus particular,
una base que no es la misma que la base original en ese locus. Ademas, en el proceso de lectura, una base de un locus
concreto puede leerse incorrectamente. Como consecuencia, la coleccién de lecturas de secuencias puede incluir un
cierto porcentaje de llamadas de bases en un locus que no coinciden con |la base original. En las tecnologias tipicas de
secuenciacién, esta tasa de error puede ser de un solo digito, por ejemplo, entre el 2% y el 3%. En algunos casos, la tasa
de error puede ser de hasta aproximadamente el 10%, hasta aproximadamente el 9%, hasta aproximadamente el 8%,
hasta aproximadamente el 7%, hasta aproximadamente el 6%, hasta aproximadamente el 5%, hasta aproximadamente
el 4%, hasta aproximadamente el 3%, hasta aproximadamente el 2%, o hasta aproximadamente el 1%. Cuando se
secuencia una colecciéon de moléculas que se supone que tienen todas la misma secuencia, este ruido puede ser lo
suficientemente pequefio como para poder identificar la base original con gran fiabilidad.

Sin embargo, si una coleccién de polinucleétidos parentales incluye un subconjunto de polinucleétidos que varian
en un locus particular, el ruido puede ser un problema significativo. Este puede ser el caso, por ejemplo, cuando el ADN
libre de células incluye no sélo ADN de la linea germinal, sino ADN de otra fuente, como ADN fetal o ADN de una célula
cancerosa. En este caso, sila frecuencia de moléculas con variantes de secuencia puede estar en el mismo intervalo que
la frecuencia de errores introducidos por el proceso de secuenciacién, entonces las verdaderas variantes de secuencia
pueden no ser distinguibles del ruido. Esto puede interferir, por ejemplo, con la detecciéon de variantes de secuencia en
una muestra. Por ejemplo, las secuencias pueden tener una tasa de error por base del 0,5-1%. El sesgo de amplificacién
y los errores de secuenciacién introducen ruido en el producto final de la secuenciacién. Este ruido puede disminuir la
sensibilidad de la deteccién. Como ejemplo no limitativo, las variantes de secuencia cuya frecuencia es inferior a la tasa
de error de secuenciacién pueden confundirse con ruido.

Un intervalo de ruido o limite de deteccién se refiere a los casos en los que la frecuencia de moléculas con
variantes de secuencia estd en el mismo intervalo que la frecuencia de errores introducidos por el proceso de
secuenciacidén. Un "limite de deteccion" también puede referirse a casos en los que se secuencian muy pocas moléculas
portadoras de variantes para que la variante pueda detectarse. La frecuencia de moléculas con variantes de secuencia
puede estar en el mismo intervalo que la frecuencia de errores como resultado de una pequefia cantidad de moléculas de
acido nucleico. Como ejemplo no limitativo, una cantidad muestreada de acidos nucleicos, por ejemplo 100 ng, puede
contener un namero relativamente pequefio de moléculas de acidos nucleicos libres de células, por ejemplo moléculas de
ADN tumoral circulante, de tal forma que la frecuencia de una variante de secuencia puede ser baja, aunque la variante
pueda estar presente en una mayoria de moléculas de ADN tumoral circulante. Alternativamente, la variante de secuencia
puede ser rara o producirse sélo en una cantidad muy pequefia de los acidos nucleicos muestreados, de forma que una
variante detectada no se distinga del ruido y/o del error de secuenciacién. Como ejemplo no limitativo, en un locus
particular, un marcador tumoral puede detectarse sélo en el 0,1% al 5% de todas las lecturas en ese locus.

La distorsién puede manifestarse en el proceso de secuenciacién como una diferencia en la intensidad de la
sefial, por ejemplo, el nimero total de lecturas de secuencia, producida por moléculas en una poblacién parental con la
misma frecuencia. La distorsién puede introducirse, por ejemplo, a través de un sesgo de amplificacidén, un sesgo de GC
0 un sesgo de secuenciacidén. Esto puede interferir en la deteccion de la variacién del nimero de copias en una muestra.
El sesgo de GC se traduce en una representacién desigual de las zonas ricas o pobres en contenido de GC en la lectura
de la secuencia. Ademas, al proporcionar lecturas de secuencias en mayor o menor cantidad que su nimero real en una
poblacién, el sesgo de amplificacién puede distorsionar las mediciones de la variaciéon del nimero de copias.

Una forma de reducir el ruido y/o la distorsién de una unica molécula individual o de un conjunto de moléculas
es agrupar las lecturas de secuencia en familias derivadas de moléculas individuales originales para reducir el ruido y/o
la distorsién de una Unica molécula individual o de un conjunto de moléculas. La conversidn eficiente de polinucleétidos
individuales de una muestra de material genético inicial en polinucleétidos parentales marcados listos para secuencia
puede aumentar la probabilidad de que los polinucleétidos individuales de una muestra de material genético inicial estén
representados en una muestra lista para secuencia. Esto puede producir informacién sobre la secuencia de mas
polinucleétidos en la muestra inicial. Ademés, la generacién de secuencias consenso de alto rendimiento para
polinucleétidos parentales marcados mediante el muestreo a alta velocidad de polinucleétidos progenie amplificados a
partir de los polinucleétidos parentales marcados, y el colapso de las lecturas de secuencias generadas en secuencias
consenso que representan secuencias de polinucleétidos parentales marcados pueden reducir el ruido introducido por el
sesgo de amplificacién y/o los errores de secuenciacion, y pueden aumentar la sensibilidad de la detecciéon. Una forma
de reducir el ruido en el mensaje recibido de una molécula es colapsar las lecturas de secuencia en una secuencia de
consenso. El uso de funciones probabilisticas que convierten las frecuencias recibidas en estimaciones de probabilidad o
posteriores de cada uno de los posibles nucleétidos verdaderos utilizando estimaciones definidas de los perfiles de error
de amplificacién y secuenciaciéon es otra forma de reducir el ruido y/o la distorsién. Con respecto a un conjunto de
moléculas, agrupar las lecturas en familias y determinar una medida cuantitativa de las familias reduce la distorsién, por
ejemplo, en la cantidad de moléculas en cada uno de una pluralidad de loci diferentes. Una vez mas, el colapso de las
lecturas de secuencias de diferentes familias en secuencias de consenso elimina los errores introducidos por la
amplificacién y/o el error de secuenciacién. Ademas, la determinacién de las frecuencias de las llamadas base a partir de
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probabilidades derivadas de la informacién familiar también reduce el ruido en el mensaje recibido de un conjunto de
moléculas. Los informes de frecuencia o las llamadas de marcadores tumorales también pueden realizarse utilizando una
pluralidad de secuencias de referencia y observaciones de cobertura, a partir de las cuales se determinaré una frecuencia
de observacion de un marcador tumoral en una posicion. Las secuencias de referencia pueden comprender secuencias
o perfiles de marcadores de individuos sanos o de individuos que padezcan una enfermedad o afeccién, como el cancer.
Se puede utilizar una frecuencia de muestras de referencia "conocidas" para establecer una frecuencia umbral para
realizar una llamada de deteccién de marcadores. Por ejemplo, una frecuencia del 0,1% para un nucleétido que tenga
una "A" en una determinada posicién puede utilizarse como umbral para determinar si se denomina o no "A" a una base
en esa posicién en un sujeto de ensayo. Por ejemplo, al menos 20, al menos 50, al menos 100, al menos 500, al menos
1.000, al menos 2.000, al menos 3.000, al menos 4.000, al menos 5.000, al menos 6.000, al menos 7.000, al menos 8.000,
al menos 9.000, al menos 10.000, al menos 11.000, al menos 12.000, al menos 13.000, al menos 14.000, al menos
15.000, al menos 16.000, al menos 17.000, al menos 18.000, al menos 19.000, al menos 20.000, al menos 30.000, al
menos 40.000, al menos 50.000, al menos 60.000, al menos 70.000, al menos 80.000, al menos 90.000, o al menos
100.000 secuencias de referencia.

El ruido y/o la distorsién pueden reducirse alin mas identificando moléculas contaminantes de otras muestras
procesadas, comparando la informacién de marcacién y localizacién de moléculas con una coleccién de moléculas
observadas dentro de la muestra que se esté procesando o a través de lotes de muestras. El ruido y/o la distorsién pueden
reducirse aun mas comparando las variaciones genéticas de una secuencia leida con las variaciones genéticas de otras
secuencias leidas. Una variacién genética observada en una lectura de secuencia y de nuevo en otras lecturas de
secuencia aumenta la probabilidad de que una variante detectada sea de hecho un marcador tumoral y no un mero error
de secuenciacién o ruido. Como ejemplo no limitativo, si se observa una variacién genética en una primera lectura de
secuencia y también se observa en una segunda lectura de secuencia, se puede hacer una inferencia bayesiana respecto
a si la variacién es de hecho una variacién genética y no un error de secuenciacion.

La deteccidn repetida de una variante puede aumentar la probabilidad y/o confianza de que una variante se
detecte con precisién. Una variante puede detectarse repetidamente comparando dos 0 més conjuntos de datos genéticos
0 variaciones genéticas. Los dos o mas conjuntos de variaciones genéticas pueden detectarse tanto en muestras en
multiples puntos temporales como en diferentes muestras en el mismo punto temporal (por ejemplo, una muestra de
sangre reanalizada). Al detectar una variante en el intervalo de ruido o por debajo del umbral de ruido, el remuestreo o la
deteccién repetida de una variante de baja frecuencia hace mas probable que la variante sea de hecho una variante y no
un error de secuenciacidn. El remuestreo puede realizarse a partir de la misma muestra, como en el caso de una muestra
que se vuelve a analizar o ejecutar, o a partir de muestras en diferentes momentos.

La deteccién de covariantes puede aumentar la probabilidad y/o confianza de que una variante sea detectada
con precisién. En el caso de los marcadores tumorales covariantes, la presencia de un marcador tumoral se asocia con
la presencia de otro u otros marcadores tumorales. Basandose en la deteccién de una variacién genética covariante,
puede ser posible inferir la presencia de una variacién genética covariante asociada, incluso cuando la variacién genética
asociada esté presente por debajo de un limite de deteccién. Alternativamente, basandose en la deteccién de una
variacién genética covariante, puede aumentarse la indicacién de confianza diagnéstica para la variacién genética
asociada. Ademés, en algunos casos en los que se detecta una variante covariante, puede disminuirse un umbral de
deteccién para una variante covariante detectada por debajo de un limite de detecciéon. Ejemplos no limitantes de
variaciones o genes covariantes incluyen: mutaciones conductoras y mutaciones de resistencia, mutaciones conductoras
y mutaciones pasajeras. Un ejemplo especifico de covariantes o genes es la mutacidén activadora EGFR L858R vy la
mutacién de resistencia EGFR T790M, que se encuentran en los canceres de pulmén. Numerosas otras variantes
covariantes y genes estan asociados con diversas mutaciones de resistencia y seran reconocidas por un experto en la
materia.

En una realizacién, utilizando mediciones de una pluralidad de muestras recogidas sustancialmente alavez o a
lo largo de una pluralidad de puntos temporales, la indicacién de confianza diagnéstica para cada variante puede ajustarse
para indicar una confianza de predecir la observacion de la variacién del niUmero de copias (CNV) o mutacién o marcador
tumoral. La confianza puede aumentarse utilizando mediciones en una pluralidad de puntos temporales para determinar
si el cancer esta avanzando, en remisién o estabilizado. La indicacién de confianza en el diagnéstico puede asignarse
mediante cualquiera de los métodos estadisticos y puede basarse, al menos en parte, en la frecuencia con la que se
observan las mediciones durante un periodo de tiempo. Por ejemplo, puede hacerse una correlaciéon estadistica de los
resultados actuales y los anteriores. Alternativamente, para cada diagnéstico, puede construirse un modelo oculto de
Markov, de forma que pueda tomarse una decisién de méxima verosimilitud o0 maxima a posteriori basada en la frecuencia
de aparicién de un evento de prueba concreto a partir de una pluralidad de mediciones o de puntos temporales. Como
parte de este modelo, también se puede emitir la probabilidad de error y la indicacién de confianza de diagnéstico
resultante para una decisién concreta. De este modo, las mediciones de un pardmetro, estén o no en el intervalo de ruido,
pueden estar provistas de un intervalo de confianza. Si se comprueba a lo largo del tiempo, se puede aumentar la
confianza predictiva de si un cancer esta avanzando, estabilizado o en remisién comparando los intervalos de confianza
a lo largo del tiempo. Dos puntos de tiempo de muestreo pueden estar separados por al menos aproximadamente 1
microsegundo, 1 milisegundo, 1 segundo, 10 segundos, 30 segundos, 1 minuto, 10 minutos, 30 minutos, 1 hora, 12 horas,
1 dia, 1 semana, 2 semanas, 3 semanas, un mes, o un afio. Dos puntos temporales pueden estar separados por
aproximadamente un mes a aproximadamente un afio, aproximadamente un afio a aproximadamente 5 afios, 0 no mas
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de aproximadamente tres meses, dos meses, un mes, tres semanas, dos semanas, una semana, un dia, o doce horas.
En algunas realizaciones, dos puntos temporales pueden estar separados por un evento terapéutico como la
administracién de un tratamiento o la realizacién de un procedimiento quirdrgico. Cuando los dos puntos temporales estan
separados por el evento terapéutico, la CNV o las mutaciones detectadas pueden compararse antes y después del evento.

Una vez recogidos los datos de secuenciacién de las secuencias de polinucleétidos libres de células, pueden
aplicarse uno o mas procesos bioinformaticos a los datos de secuencia para detectar caracteristicas o variaciones
genéticas tales como caracteristicas del ADNcf en elementos reguladores, patrones de espaciado nucleosémico/unién a
nucleosomas, modificaciones quimicas de los acidos nucleicos, variacién del nUmero de copias y mutaciones o cambios
en marcadores epigenéticos, incluidos, entre otros, perfiles de metilacién, y variantes genéticas tales como SNV, CNV,
indels, y/o fusiones. En algunos casos, en los que se desea analizar la variacién del nimero de copias, los datos de la
secuencia pueden ser: 1) se alinean con un genoma de referencia y se asignan a moléculas individuales; 2) se filtran; 4)
se dividen en ventanas o intervalos de una secuencia; 5) se cuentan las lecturas de cobertura y las moléculas de cada
ventana; 6) las moléculas de cobertura se pueden normalizar mediante un algoritmo de modelado estadistico; y 7) se
puede generar un archivo de salida que refleje los estados discretos del nUmero de copias en varias posiciones del
genoma. En algunos casos, se cuenta el numero de lecturas de cobertura / moléculas o lecturas de cobertura
normalizadas que se alinean con un locus concreto del genoma de referencia. En otros casos, en los que se desea realizar
un analisis de mutaciones, los datos de la secuencia pueden 1) alinearse con un genoma de referencia y mapearse a
moléculas individuales; 2) filtrarse; 4) calcularse la frecuencia de bases variantes basandose en lecturas de cobertura
para esa base especifica; 5) normalizarse la frecuencia de bases variantes utilizando un algoritmo de modelado
estocastico, estadistico o probabilistico; y 6) puede generarse un archivo de salida que refleje los estados de mutacién en
varias posiciones del genoma. Un genoma de referencia para el mapeo puede incluir el genoma de cualquier especie de
interés. Las secuencias del genoma humano utiles como referencia pueden incluir el ensamblaje hgl9, GRCh38.p4, o
cualquier ensamblaje hg anterior o disponible. Estas secuencias pueden consultarse mediante el navegador del genoma
disponible en genome.ucsc.edu/index.html. Los genomas de otras especies incluyen, por ejemplo, PanTro2 (chimpancé)
y mm9 (ratén).

En algunos casos, los identificadores (como los que incluyen cédigos de barras) pueden utilizarse para agrupar
lecturas de secuencias durante el analisis de mutaciones. En algunos casos, las lecturas de secuencias se agrupan en
familias, por ejemplo, utilizando identificadores o una combinacién de identificadores y posiciones de inicio/parada o
secuencias. En algunos casos, se puede realizar una llamada de base comparando nucleétidos en una o mas familias
con una secuencia de referencia y determinando la frecuencia de una base particular 1) dentro de cada familia, y 2) entre
las familias y las secuencias de referencia. Se puede realizar una llamada de base nucleotidica basandose en criterios
como el porcentaje de familias que tienen una base en una posicién. En algunos casos, se informa de una llamada base
si su frecuencia es mayor que un umbral de ruido determinado por la frecuencia en una pluralidad de secuencias de
referencia (por ejemplo, secuencias de individuos sanos). La informacién temporal de los analisis actuales y anteriores
del paciente o sujeto se utiliza para mejorar el analisis y la determinacidén. En algunas realizaciones, la informacién de la
secuencia del paciente o sujeto se compara con la informacién de la secuencia obtenida de una cohorte de individuos
sanos, una cohorte de pacientes con cancer o ADN de linea germinal del paciente o sujeto. EI ADN de la linea germinal
puede obtenerse, sin limitacidén, de fluidos corporales, sangre entera, plaquetas, suero, plasma, heces, glébulos rojos,
glébulos blancos o leucocitos, células endoteliales, biopsias de tejidos, liquido sinovial, liquido linfético, liquido de ascitis,
liquido intersticial o extracelular, el liquido de los espacios entre células, incluido el liquido crevicular gingival, médula
6sea, liquido cefalorraquideo, saliva, mucosa, esputo, semen, sudor, orina, o cualquier otro fluido corporal. Una cohorte
de pacientes con cancer puede tener el mismo tipo de cancer que el paciente o sujeto, el mismo estadio de cancer que el
paciente o sujeto, ambos, 0 ninguno. En algunas realizaciones, se utiliza una cohorte de pacientes con cancer, una cohorte
de individuos sanos o ADN de linea germinal del sujeto para proporcionar una frecuencia de referencia de una base en
una posicidn, y la frecuencia de referencia se utiliza para realizar una llamada de base en el sujeto. Sin limitacién, una
frecuencia para una base en una posicién en una cohorte de individuos sanos, o0 ADN de linea germinal del sujeto puede
compararse con la frecuencia de una base detectada entre lecturas de secuencia del sujeto.

En algunas realizaciones, los métodos y sistemas de la presente divulgacién pueden utilizarse para detectar una
frecuencia alélica menor (MAF) de 0,025% o inferior, 0,05% o inferior, 0,075% o inferior, 0 0,1% o inferior. La variacién
del nimero de copias puede medirse como una relacioén entre (1) recuentos de moléculas Unicas (UMC) para un gen en
una muestra de prueba y (2) UMC para ese gen en una muestra de referencia (por ejemplo, muestra de control). En
algunas realizaciones, los métodos y sistemas de la presente divulgacion pueden utilizarse para detectar una variacion
del niumero de copias que es una amplificaciéon del nimero de copias (CNA). En algunas realizaciones, los métodos y
sistemas de la presente divulgacién pueden utilizarse para detectar un CNA de al menos 1,5, 2, 3,4, 5,6,7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, o méas. En algunas realizaciones, los métodos y sistemas
de la presente divulgacién pueden utilizarse para detectar una variacién del nimero de copias que es una pérdida del
namero de copias (CNL). En algunas realizaciones, los métodos y sistemas de la presente divulgacién pueden utilizarse
para detectar una CNL inferiora 0,9, 0,8, 0,7, 0,6, 0,5, 0,4, 0,3, 0,2, 0,1, 0 0,05.

Una variedad de diferentes reacciones y/operaciones pueden ocurrir dentro de los sistemas y métodos aqui
divulgados, incluyendo pero no limitado a: secuenciacién de &cido nucleico, cuantificacién de acido nucleico, optimizacién
de secuenciacién, deteccion de expresion génica, cuantificacion de expresion génica, perfil genémico, perfil de cancer, o
analisis de marcadores expresados. Ademas, los sistemas y métodos tienen numerosas aplicaciones médicas. Por

48



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2991 960 T3

ejemplo, puede utilizarse para la identificaciéon, deteccion, diagnéstico, tratamiento, seguimiento, estadificacién o
prediccién del riesgo de diversas enfermedades y trastornos genéticos y no genéticos, incluido el cancer. Puede utilizarse
para evaluar la respuesta del sujeto a diferentes tratamientos de las enfermedades genéticas y no genéticas, o
proporcionar informacién relativa a la progresién y el pronéstico de la enfermedad.

Sistemas informaticos de control

La presente divulgacién proporciona sistemas de control por ordenador que estdn programados para implementar
métodos de la divulgacidn. FIG. 1 muestra un sistema informatico 101 que esta programado o configurado de otro modo
para analizar datos de secuenciacion, detectar marcadores tumorales y determinar el estado del cancer. El sistema
informatico 101 puede regular varios aspectos del analisis de secuencias de la presente divulgacién, como, por ejemplo,
cotejar datos con secuencias y variantes conocidas. El sistema informatico 101 puede ser un dispositivo electrénico de
un usuario o un sistema informético que se encuentra a distancia con respecto al dispositivo electrdnico. El dispositivo
electrdnico puede ser un dispositivo electronico movil.

El sistema informatico 101 incluye una unidad central de procesamiento (CPU, también "procesador" y
"procesador informético" en el presente documento) 105, que puede ser un procesador de nucleo Unico o multi-nucleo, o
una pluralidad de procesadores para procesamiento paralelo. El Sistema Informatico 101 también incluye memoria o
ubicacién de memoria 110 (por ejemplo, memoria de acceso aleatorio, memoria de sélo lectura, memoria flash), unidad
de almacenamiento electrénico 115 (por ejemplo, disco duro), interfaz de comunicacién 120 (por ejemplo, adaptador de
red) para comunicarse con uno o0 mas sistemas, y dispositivos periféricos 125, como caché, otra memoria,
almacenamiento de datos y/o adaptadores de pantalla electrdnica. La memoria 110, la unidad de almacenamiento 115, la
interfaz 120 y los dispositivos periféricos 125 estan en comunicacién con la CPU 105 a través de un bus de comunicacién
(lineas continuas), como una placa base. La unidad de almacenamiento 115 puede ser una unidad de almacenamiento
de datos (o repositorio de datos) para almacenar datos. El sistema informético 101 puede acoplarse operativamente a
una red informatica ("red") 130 con la ayuda de la interfaz de comunicacién 120. La red 130 puede ser Internet, una
Internet y/o extranet, o una intranet y/o extranet que esté en comunicacién con Internet. En algunos casos, la red 130 es
una red de telecomunicaciones y/o de datos. La red 130 puede incluir uno o mas servidores informaticos, que pueden
permitir la computacién distribuida, como la computacién en nube. La red 130, en algunos casos con la ayuda del sistema
informatico 101, puede implementar una red peer-to-peer, que puede permitir a los dispositivos acoplados al sistema
informatico 101 comportarse como un cliente o un servidor.

La CPU 105 puede ejecutar una secuencia de instrucciones legibles por maquina, que pueden estar incorporadas
en un programa o software. Las instrucciones pueden almacenarse en una ubicacién de memoria, como la memoria 110.
Las instrucciones pueden dirigirse a la CPU 105, que posteriormente puede programar o configurar de otro modo. La CPU
105 para implementar métodos de la presente divulgacién. Ejemplos de operaciones realizadas por la CPU 105 pueden
incluir busqueda, decodificacién, ejecucién, y escritura.

La CPU 105 puede ser parte de un circuito, tal como un circuito integrado. Uno o mas componentes del sistema
101 pueden incluirse en el circuito. En algunos casos, el circuito es un circuito integrado de aplicacidén especifica (ASIC).

La unidad de almacenamiento 115 puede almacenar archivos, como controladores, bibliotecas y programas
guardados. La unidad de almacenamiento 115 puede almacenar datos de usuario, por ejemplo, preferencias de usuario
y programas de usuario. En algunos casos, el sistema informatico 101 puede incluir una o més unidades de
almacenamiento de datos adicionales que son externas al sistema informético 101, como las ubicadas en un servidor
remoto que estd en comunicacién con el sistema informético 101 a través de una intranet o Internet.

El Sistema Informatico 101 puede comunicarse con uno o més Sistemas Informaticos remotos a través de la red
130. Por ejemplo, el sistema informatico 101 puede comunicarse con un sistema informatico remoto de un usuario (por
ejemplo, un médico). Algunos ejemplos de sistemas informaticos remotos son los ordenadores personales (p. ej., PC
portétiles), las tabletas (p. ej., Apple® iPad, Samsung® Galaxy Tab), los teléfonos, los teléfonos inteligentes (p. ej., Apple®
iPhone, dispositivos con Android, Blackberry®), o los asistentes personales digitales. El usuario puede acceder al sistema
informatico 101 a través de la red 930.

Los métodos aqui descritos pueden implementarse mediante cddigo ejecutable por maquina (por ejemplo,
procesador de ordenador) almacenado en una ubicacién de almacenamiento electrénico del sistema informético 101,
como, por ejemplo, en la memoria 110 o en la unidad de almacenamiento electrénico 115. El cédigo ejecutable o legible
por maquina puede proporcionarse en forma de software. Durante su uso, el cédigo puede ser ejecutado por el procesador
105. En algunos casos, el cddigo puede recuperarse de la unidad de almacenamiento 115 y almacenarse en la memoria
110 para que el procesador 105 pueda acceder a él. En algunas situaciones, la unidad de almacenamiento electrénico
115 puede excluirse, y las instrucciones ejecutables por maquina se almacenan en la memoria 110.

El cédigo puede ser pre-compilado y configurado para su uso con una maquina que tenga un procesador
adaptado para ejecutar el cddigo, o puede ser compilado durante el tiempo de ejecucién. El cédigo puede suministrarse
en un lenguaje de programacién que puede seleccionarse para permitir que el cédigo se ejecute de forma precompilada
0 as-compilada.
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Aspectos de los Sistemas y métodos aqui proporcionados, tales como el Sistema Informatico 101, pueden ser
incorporados en programacién. Varios aspectos de la tecnologia pueden considerarse "productos" o "articulos de
fabricacién", normalmente en forma de cdédigo ejecutable por méquina (o procesador) y/o datos asociados que se
transportan o incorporan en un tipo de medio legible por maquina. El c6digo ejecutable por maquina puede almacenarse
en una unidad de almacenamiento electrénico, como una memoria (por ejemplo, memoria de sélo lectura, memoria de
acceso aleatorio, memoria flash) o un disco duro. Los medios de tipo "almacenamiento” pueden incluir cualquiera o todas
las memorias tangibles de los ordenadores, procesadores o similares, o0 médulos asociados a los mismos, como diversas
memorias semiconductoras, unidades de cinta, unidades de disco y similares, que pueden proporcionar almacenamiento
no transitorio en cualquier momento para la programacién del software. En ocasiones, la totalidad o parte del software
puede comunicarse a través de Internet o de otras redes de telecomunicaciones. Dichas comunicaciones, por ejemplo,
pueden permitir la carga del software desde un ordenador o procesador a otro, por ejemplo, desde un servidor de gestién
u ordenador anfitrién a la plataforma informética de un servidor de aplicaciones. Asi pues, otro tipo de medios que pueden
portar los elementos de software incluyen las ondas 6pticas, eléctricas y electromagnéticas, como las utilizadas a través
de interfaces fisicas entre dispositivos locales, a través de redes fijas cableadas y 6pticas y a través de diversos enlaces
aéreos. Los elementos fisicos que transportan dichas ondas, como los enlaces por cable o inalambricos, los enlaces
Opticos o similares, también pueden considerarse medios portadores del software. Tal y como se utilizan en el presente
documento, a menos que se restrinjan a medios de "almacenamiento” tangibles no transitorios, términos como "medio
legible" por ordenador o maquina se refieren a cualquier medio que participe en el suministro de instrucciones a un
procesador para su ejecucién.

Por lo tanto, un medio legible por maquina, como un cédigo ejecutable por ordenador, puede adoptar muchas
formas, incluyendo, pero sin limitarse a, un medio de almacenamiento tangible, un medio de onda portadora o un medio
de transmisién fisico. Los medios de almacenamiento no volatiles incluyen, por ejemplo, discos épticos o magnéticos,
como cualquiera de los dispositivos de almacenamiento de cualquier ordenador(es) o similar(es), como los que pueden
utilizarse para implementar las bases de datos, etc. que se muestran en los dibujos. Los medios de almacenamiento
volatiles incluyen la memoria dindmica, como la memoria principal de dicha plataforma informatica. Los medios de
transmisién tangibles incluyen cables coaxiales, cables de cobre y fibra 6ptica, incluidos los cables que componen un bus
dentro de un sistema informatico. Los medios de transmisién de ondas portadoras pueden adoptar la forma de sefiales
eléctricas o electromagnéticas, u ondas acUsticas o luminosas como las generadas durante las comunicaciones de datos
por radiofrecuencia (RF) e infrarrojos (IR). Las formas comunes de medios legibles por ordenador incluyen por ejemplo:
un disquete, un disco flexible, un disco duro, una cinta magnética, cualquier otro medio magnético, un CD-ROM, DVD o
DVD-ROM, cualquier otro medio éptico, tarjetas perforadas, cinta de papel, cualquier otro medio de almacenamiento fisico
con patrones de agujeros, una RAM, una ROM, una PROM y EPROM, una FLASH-EPROM, cualquier otro chip o cartucho
de memoria, una onda portadora que transporte datos o instrucciones, cables o enlaces que transporten dicha onda
portadora, o cualquier otro medio a partir del cual un ordenador pueda leer cddigo de programacién y/o datos. Muchas de
estas formas de medios legibles por ordenador pueden participar en el transporte de una 0 més secuencias de una o mas
instrucciones a un procesador para su ejecucion.

El sistema informético 101 puede incluir o estar en comunicacién con una pantalla electrénica 135 que comprende
una interfaz de usuario (Ul) 140 para proporcionar, por ejemplo, informacién sobre el diagnéstico del cancer. Ejemplos de
interfaces de usuario incluyen, sin limitacidén, una interfaz grafica de usuario (GUI) y una interfaz de usuario basada en
web.

En un aspecto, se proporciona en el presente documento un sistema que comprende un ordenador con un
procesador y una memoria de ordenador, en el que el ordenador esta en comunicacién con una red de comunicaciones,
y en el que la memoria de ordenador comprende un cédigo que, cuando es ejecutado por el procesador, (1) recibe datos
de secuencia en la memoria de ordenador desde la red de comunicaciones; (2) determina si una variante genética en los
datos de secuencia representa un mutante de linea germinal o un mutante de células sométicas, utilizando los métodos
descritos en el presente documento; y (3) comunica, a través de la red de comunicaciones, la determinacién.

La red de comunicaciones puede ser cualquier red disponible que se conecte a Internet. La red de
comunicaciones puede utilizar, por ejemplo, una red de transmisién de alta velocidad que incluya, sin limitacién, banda
ancha sobre lineas eléctricas (BPL), médem por cable, linea de abonado digital (DSL), fibra, satélite, e inalambrica.

En un aspecto, se proporciona en el presente documento un sistema que comprende: una red de area local; uno
0 mas secuenciadores de ADN que comprenden una memoria de ordenador configurada para almacenar datos de
secuencias de ADN que estédn conectados a la red de éarea local;, un ordenador bioinformatico que comprende una
memoria de ordenador y un procesador, que estd conectado a la red de érea local; en el que el ordenador comprende
ademés un cédigo que, cuando se ejecuta, copia los datos de secuencias de ADN almacenados en un secuenciador de
ADN, escribe los datos copiados en la memoria del ordenador bicinformatico, y realiza los pasos descritos en el presente
documento.

Los métodos y sistemas de la presente divulgacion pueden implementarse mediante uno o més algoritmos. Un

algoritmo puede implementarse mediante software al ser ejecutado por la unidad central de procesamiento 105. El
algoritmo puede, por ejemplo, determinar si un cancer esta presente y/o progresando.
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Mientras que las realizaciones preferidas de la divulgacién presente se han demostrado y se han descrito adjunto,
serd obvio a ésos expertos en el arte que tales realizaciones estan proporcionadas a modo de ejemplo solamente. No se
pretende que la presente divulgacidn se vea limitada por los ejemplos especificos proporcionados en la especificacion.
Aunque la presente divulgacién se ha descrito con referencia a la especificacién antes mencionada, las descripciones e
ilustraciones de las realizaciones no deben interpretarse en un sentido limitativo. Numerosas variaciones, cambios y
sustituciones ocurriran ahora a los expertos en la materia sin apartarse de la presente divulgacién.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Ensayo de secuenciacién de nueva generacién para la deteccién de ADNct en pacientes con cancer
en fase inicial

En este estudio se incluyeron datos de secuenciacién de ADNcf desidentificados de 10.288 pacientes con cancer
avanzado (pts) sometidos a pruebas clinicas de ADN tumoral circulante (73 genes de la Tabla 2). EI ADNcf se extrajo del
plasma y se cuantificé. Se prepar6é una biblioteca de ADN y se secuencié con una profundidad de lectura media de
15.000X. Mediante el anélisis de variantes Ingenuity, se clasificaron las mutaciones puntuales y las pequefias indels
sospechosas de origen germinal (fraccion alélica del 40-60%) siguiendo las directrices del American College of Medical
Genetics and Genomics. Se estudiaron méas de 50 tipos de cancer, entre ellos los de pulmén (40%), mama (20%),
colorrectal (8%), prostata (6%), y pancreas (3%). La edad media de los sujetos era de 63,6 afios (intervalo: 18-95), y el
42% eran hombres. De las 34.873 variantes putativas de la linea germinal identificadas, 520 (1,5%) eran patogénicas o
probablemente patogénicas (PV), 16.939 (49%) eran de significado incierto, y 17.414 (50%) eran benignas o
probablemente benignas. De los 250 sujetos (2,4%) con PV del gen del sindrome del céncer hereditario, 83 fueron
excluidos debido al alto nivel de carga tumoral somética, lo que dejé 167 (1,6%) con PV de la linea germinal putativa; las
tasas fueron mayores en pacientes menores de 50 afios frente a los de 50 afios 0 méas en general (3,3% frente a 1,4%, p
=0,02) y en pacientes con cancer de mama (4,3% frente a 1,5%, p = 0,03). Los resultados figuran en la Tabla 4.

Tabla 4: PV por tipo de cancer (N)

Gen TGOS | Geartos | Phooress | Prdstats | Mama | Puldn | COR N
BRCA2 78 3 7 I8 26 17 1 6
BRCAI 38 il i 9 12 | 4
P53 16 4 8 2 2
CDKN24A 1 18 i 3 2 4
ATM 5 1 2 2

KiT 4 i 2 1

NE1 4 I 1 2
RET 4 1 2 1
APC 4 1 3
RBI 2 2
MIH} 1 1

SMAD4 1 1

TOTAL | 167 14 il 19 45 46 S 24

# 10288 | 205 328 577 2047 4136 830 2165
pacenies

% . 1.6% | 6.8% 3.4% 3.3% 2.2% 1.1% 1.0% | 1.1%
pasientey

'Genes Lynch no secuenciados excepto el exon 12 de MLH1

La frecuencia observada de PV de linea germinal putativa identificada incidentalmente fue inferior a la tasa de
linea germinal verdadera, pero estos hallazgos ilustran que la deteccidén a partir de ADNcf es clinicamente factible. Es
importante destacar que los hallazgos incidentales en la linea germinal podrian influir en la planificacién del tratamiento
oncolégico (por ejemplo, inhibidores de PARP para mutaciones BRCAI/2) y podrian beneficiar a las familias a través de
una mayor vigilancia/prevencién primaria.
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Ejemplo 2: Discriminacién de mutaciones germinales EGFR T790M en ADN libre de células

Para determinar si el analisis genémico del ADNcf plasmatico podria permitir la determinacién simultanea del
genotipo tumoral y de la linea germinal, con una resolucidn precisa de las variantes derivadas del tumor y de las variantes
de la linea germinal, se estudiaron las variantes sométicas y de la linea germinal en el gen EGFR, incluidas las variantes
conocidas de la linea germinal y un grupo de mutaciones oncogénicas presentes en el 10-20% de los pacientes con
NSCLC. Una mutacién del EGFR, la T790M, puede detectarse raramente como variante de la linea germinal, donde su
presencia se ha asociado con el cancer de pulmén familiar. EGFR T790M es mas cominmente visto como una mutacién
somatica adquirida después de que un paciente con NSCLC desarrolla resistencia a los inhibidores de la tirosina quinasa
EGFR (TKIs). Los canceres de pulmén que albergan resistencia mediada por T790M tras la terapia inicial muestran
sensibilidad a un EGFR TKI de tercera generacién, osimertinib.

Una mujer de 49 afios, nunca fumadora y con antecedentes familiares de cancer de pulmén, presentd un
adenocarcinoma de pulmén metastasico con progresion primaria en tratamiento con afatinib, un inhibidor de la tirosina
quinasa (ITC) EGFR de segunda generacidén. El genotipado tisular inicial habia mostrado mutaciones EGFR L858R y
T790M, asi como otras alteraciones somaticas en CDKN2A, TP53, y CTNNB 1. Debido a la mutacién L858R en EGFR,
se inici6é afatinib de primera linea. Sin embargo, el paciente volvié con metastasis cerebrales progresivas tras sélo dos
meses de tratamiento. En el momento de la remisién, la secuenciacion plasméatica de nueva generacién (NGS) demostré
las variantes EGFR L858R, TP53, y CTNNB 1 previamente observadas en una fraccién alélica (FA) del 1,4-5,3%, mientras
que el alelo EGFR T790M se detectd en una FA del 50,9%, como se observa en la Tabla 5.

Tabla 5
Alteraniog Tioampo 1 (AF) Tiempo 2 (AF) Tiempo3 (AF)
EGEFR L338R 53% 0.6 18145
EGFR T790M S0.97% 49 25 54.45%
EGFR C797S ND ND 1.3%
EGFR Q787(2 S1.5% 48, 7% 54.8%
TP33 P278R 3.8% ND 19.7%

Se inicié el tratamiento con osimertinib, un inhibidor de la tirosina quinasa (ITC) del EGFR que es activo en el
contexto de la resistencia mediada por EGFR T790M a los ITC iniciales del EGFR, y obtuvo un beneficio clinico durante
nueve meses, momento en el que las exploraciones mostraron una progresién temprana en el pulmén. La repeticién de
la NGS en plasma mostré la variante EGFR L858R en un 0,6% de AF, pero T790M se mantuvo relativamente estable en
un 49,2% de FA (FIG. 7, donde 701 es EGFR L858R,; 702 es EGFR T790M; 703 es EGFR Q787Q y 704 es TP53 P278R).
A continuacién, el paciente recibié un tratamiento en investigacién en un ensayo clinico y desarrollé una mayor progresién
de la enfermedad. La repeticién de la NGS en plasma en este momento demostré un aumento de los niveles de EGFR
L858R en un 18% de FA, T790M en un 54% de AF, y una tercera mutacién de EGFR que media la resistencia adquirida
a osimertinib, C797S, en un 1,3% de FA. Esta mutaciéon puede mediar la resistencia adquirida a osimertinib, y la presencia
de una mutacién EGFR T790M en el diagnéstico inicial del cdncer de pulmdn, junto con su alta FA en el analisis de ADNCcf,
y los antecedentes familiares de cancer de pulmén, hicieron sospechar que la mutacién EGFR T790M podria haber
representado un alelo de riesgo de linea germinal.

PCR Digital en Gotas

Se recogié sangre (6-10 ml) en tubos de vacio con tapén de lavanda y EDTA y se centrifugé durante 10 minutos
a 1.200 g. El sobrenadante plasmatico se aclaré6 mediante centrifugaciéon durante 10 minutos a 3000 g. El segundo
sobrenadante se almacené en tubos criostaticos a -80 °C hasta su utilizacion. EI ADN libre de células se aisl6 con el kit
QlAmp Circulating Nucleic Acid Kit (Qiagen) y se realizé la PCR digital en gotitas (ddPCR). Brevemente, las mezclas de
reaccién TagMan PCR se ensamblaron a partir de una 2x ddPCR Mastermix (Bio-Rad) y 40 sondas/primers TagMan para
cada ensayo. Las gotas se generaron utilizando un generador de gotas automatizado (Bio-RAD). La PCR se realizé hasta
el punto final. Tras la PCR, las gotas se leyeron en un lector de gotas QX100 o QX200 (Bio-Rad). El analisis de los datos
de la ddPCR se realizd con el software de andlisis QuantaSoft (Bio-Rad). Todos los reactivos ddPCR se encargaron a
Bio-Rad. Todos los cebadores y sondas se encargaron a Life Technologies. Los cebadores y las condiciones fueron los
siguientes.

EGFR L858R cebador delantero, 5- GC A GC AT GT CAAGAT CAC AGATT -3 ' (SEQ ID N.° 1); cebador

inverso, 95'- CCTCCTTCTGCATGGTATTCTTTCT-3' (SEQ ID N.° 2); secuencias de sonda: 5- VIC-
AGTTTGGCCAGCCCAA-MGB-NFQ-3' (SEQ ID N.° 3), 5-FAM-AGTTTGGCCCGCCCAA-MGB-NFQ-3' (SEQ ID N.° 4).
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Condiciones ciclistas: 95 °C x 10 min (1 ciclo), 40 ciclos de 94 °C x 30 s y 58 °C x 1 min, y 10 °C de mantenimiento.

EGFR del 19 cebador directo, 5-GTGAGAAAGTTAAAATTCCCGTC-3' (SEQ ID N.° 5); cebador inverso, 5'-
CACACAGCAAAGCAGAAAC-3' (SEQ ID N.° 6); secuencias de sonda: 5- VIC- ATCGAGGATTTCCTTGTTG-MGB-NFQ-
3' (SEQ ID N.° 7), 5-FAM-AGGAATTAAGAGAAGCAACATC-MGB-NFQ-3' (SEQ ID N.° 8). Condiciones ciclistas: 95 °C x
10 min (1 ciclo), 40 ciclos de 94 °C x 30 s y 55 °C x 1 min, seguidos de 10 °C de mantenimiento.

EGFR T790M, cebador delantero, 5-GCCTGCTGGGCATCTG-3' (SEQ ID N.° 9), cebador inverso, 5'-
TCTTTGTGTTCCCGGACATAGTC-3' (SEQ ID N.° 10); secuencias de sonda: 5'- VIC- ATGAGCTGCGTGATGAG-MGB-
NFQ-3' (SEQ ID N.° 11), 5'-FAM-ATGAGCTGCATGATGAG-MGB-NFQ-3' (SEQ ID N.° 12). Condiciones ciclistas: 95 °C x
10 min (1 ciclo), 40 ciclos de 94 °C x 30 s y 58 °C x 1 min, seguidos de 10 °C de mantenimiento.

Secuenciacién plasmética de nueva generacion

El ADNCcf se aislé a partir de 10 ml de sangre total extraida en tubos de ADN libre de células, se enriquecié
mediante captura hibrida dirigida a los exones de 70 genes y a los intrones criticos de 6 genes, y se secuencid a una
profundidad media de ~15.000X en un secuenciador lllumina NextSeq500.

Secuenciacién de la linea germinal

Para los casos seleccionados, se proporcionaron muestras de buffy coat desidentificadas y se extrajo ADN
gendmico para la secuenciaciéon Sanger del EGFR.

Anélisis estadistico

La relacién entre el FA de la mutacién impulsora del EGFR y las medidas de variacién del nimero de copias
dentro del grupo heterocigoto de variantes se analizé mediante una regresioén lineal. La funcién de densidad de
probabilidad de la distribucién de la desviacion tipica y la media de las FA de los casos individuales se estimd mediante
una aproximacién gaussiana, y los valores atipicos se identificaron mediante el método de Tukey. Se determiné un
intervalo de confianza del 95% para la prevalencia de EGFR T790M en cada diagnéstico de interés. La prevalencia entre
los distintos diagnésticos se comparé mediante una prueba exacta de Fisher de dos colas.

Resultados

De 85 pacientes con NSCLC avanzado que presentaban una mutacién EGFR T790M, se sabia que tres eran
portadores de una mutacién EGFR T790M de linea germinal basada en una secuenciacién de linea germinal previa,
mientras que el resto habia adquirido EGFR T790M tras el tratamiento con TKI. Al estudiar la concentracién absoluta de
alelos T790M en copias/mL de plasma, algunos casos con T790M somético presentaban una concentracién adn mayor
de alelos T790M mutantes en plasma que los tres casos con EGFR T790M de linea germinal (FIG. 2A). En cambio, con
el AF de T790M, calculado como la proporcién de copias de T790M mutante de todas las variantes mutantes o silvestres
en ese locus, el FA de los tres casos de linea germinal rondé el 50%, superior al FA de los casos de T790M somética
(FIG. 2A). A continuaciéon, se estudiaron los cambios en los niveles de mutaciones somaticas frente a mutaciones
germinales del EGFR en el ADNcf plasmético tras el tratamiento con TKls del EGFR de tercera generacién, como
osimertinib. En los pacientes portadores de EGFR T790M adquirida tras una resistencia a los TKI de primera generacion,
la concentracién tanto de las mutaciones EGFR T790M como de las mutaciones impulsoras (por ejemplo, L858R o
delecién del exén 19) disminuyé drasticamente en respuesta al tratamiento (FIG. 2B). Por el contrario, en pacientes con
mutaciones germinales EGFR T790M, la mutacién conductora del EGFR respondié al tratamiento, mientras que los niveles
de EGFR T790M se mantuvieron relativamente estables (FIG. 2B). Estos datos proporcionaron una prueba de concepto
de que la cuantificacién de los niveles de variantes en el ADNcf plasmatico puede utilizarse para discriminar entre los
origenes sométicos y de linea germinal de las mutaciones asociadas a tumores.

La secuenciacién de proxima generacion (NGS) tiene el potencial de capturar una amplia gama de variantes en
una serie de genes relacionados con el cancer. Para investigar mas a fondo el comportamiento de las mutaciones
germinales y somaticas del EGFR en el ADNcf plasmatico, se secuenciaron las regiones exdnicas de 70 oncogenes y
genes supresores de tumores, y las regiones intrnicas de 6 genes en los que se producen reordenamientos oncogénicos.
Se consulté una base de datos de resultados de NGS de plasma clinico para estudiar la distribucién de mutaciones
somaticas y de linea germinal del EGFR, lo que dio lugar a la identificacién de conjuntos de prueba de 950 muestras
consecutivas de NSCLC para cada una de las siguientes: mutaciones somaticas conocidas (L858R y deleciones del exén
19), un polimorfismo de nucleétido Unico (SNP) de linea germinal comuln dentro del dominio tirosina quinasa del EGFR
(Q787QX17), y T790M, y se trazd la distribucion de FA de cada una (FIG. 2C). La distribucién de los SNP conocidos
comprendia dos distribuciones de probabilidad discretas, normalmente distribuidas, centradas en FA del 50% y del 100%,
compatibles con heterocigosidad y homocigosidad del alelo Q787Q. La distribucion de las alteraciones somaticas
conocidas, L858R y deleciones del exén 19, por el contrario, demostré una distribucién de decaimiento exponencial que
comenzaba en el limite de deteccién del ensayo, con la cola larga extendiéndose a FAs superiores al 90%, compatible
con FAs somaticas que variaban sustancialmente pero que eran generalmente bajas (<5%). La distribucién de T790M se
ajustaba predominantemente a esta misma distribucién somatica. Sin embargo, existia una subpoblacién menor pero
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discreta, normalmente distribuida, centrada en el 50% de FA (FIG. 2C). Este patrén respalda el estudio de la variante FA
en el ADNcf como método para categorizar variantes como EGFR T790M, que pueden ser de origen soméatico o de linea
germinal.

La distribucion del FA se estudié mas a fondo realizando NGS plasmatica en muestras de plasma antes del
tratamiento y durante el tratamiento de tres casos con EGFR T790M de linea germinal que se sabia que albergaban
mutaciones impulsoras del EGFR en su cancer (dos con L858R, uno con L861Q). Al estudiar los FA de todas las variantes
codificantes y no codificantes identificadas en la NGS plasmatica, se visualizaron claramente tres grupos de variantes
(FIG. 3A, donde 301 es EGFR T790M; 302 es EGFR driver mutation; 303 es TP53 mutation; 304 es other alterations; 305
es homozygous band; 306 es heterozygous band y 307 es tumor band). El grupo de variantes de menor FA incluye el
driver EGFR y las mutaciones TP53, que representan variantes derivadas del cancer. El grupo de variantes con mayor
FA se centré en torno al 100% de AF, representando variantes homocigéticas de linea germinal. Por Gltimo, un grupo
intermedio de variantes se centraba en torno al 50%, que incluia las mutaciones germinales conocidas del EGFR T790M
y representaba variantes germinales heterocigéticas. En tratamiento con un TKI del EGFR de tercera generacién (dos con
osimertinib, uno con ASP7283), las variantes derivadas del cancer con bajo AF disminuyeron o se volvieron indetectables
(24% -> 0,2%, 3,7% - ND, 1,1% - ND), las variantes derivadas del cancer con bajo FA disminuyeron o se volvieron
indetectables. Por el contrario, el grupo intermedio de variantes heterocigotas de la linea germinal sélo cambié
modestamente y permanecid centrado en torno al 50% de AF (56% - 49%, 52% - 49%, 49% - 50%). Curiosamente,
algunas de estas variantes heterocigotas parecian presentar un aumento de la FA a medida que el cancer respondia a la
terapia, mientras que otras presentaban una disminucién de la FA. Estos cambios en el grupo heterocigoto durante el
tratamiento podrian representar una reduccién en la variaciéon del nimero de copias derivada del tumor, lo que llevaria a
un cambio en la variante FA en el ADNcf.

A continuacién se estudiaron todas las variantes codificantes y no codificantes de la NGS plasmética del caso
inicial presentado anteriormente (Tabla 5). Esto revelé un patrén similar al de los casos de EGFR T790M de linea germinal
estudiados, en los que la mutacién EGFR T790M del paciente entraba dentro del grupo de variantes heterocigotas, y la
FA cambiaba minimamente con la terapia en comparacién con la mutacién EGFR L858R (FIG. 7).

Para estudiar mas a fondo la relaciéon entre el contenido tumoral en el ADNcf y la variacion heterocigética del
ndmero de copias, se consulté una base de datos para otros 63 casos de NGS en plasma que fueron positivos para EGFR
T790M y 39 casos de NGS en plasma positivos para una mutacién impulsora de EGFR sin T790M. En cada uno de estos
105 casos se detecté una mediana de 107 variantes codificantes y no codificantes. Observando la distribucién de FA de
las 10.702 variantes en total (FIG. 3B), se observa claramente una distribucién trimodal, con tres picos de FA en ~0%,
49% y 100%. En comparacién con las variantes exénicas e intrénicas no codificantes, las variantes codificantes con
sentido erréneo y sin sentido se enriquecieron en el grupo de variantes de baja FA (FIG. 3C), lo que concuerda con la
idea de que se trata de un grupo de variantes derivadas del cancer.

Para estudiar la relacidén entre las posibles variantes de la linea germinal y las somaticas, cada caso de NGS en
plasma se representd individualmente en orden de menor a mayor FA de las mutaciones impulsoras del EGFR (FIG. 4A,
donde 401 (punto negro) es la mutacién conductora del EGFR; 402 (punto gris mas grande) es EGFR Q787Q (SNP
conocido); 403 es la media de la banda heterocigota; 404 (punto gris de tamafio medio) son otras alteraciones codificantes
y 405 (punto gris mas pequefio) son alteraciones no codificantes). Aunque el FA de la mutacién impulsora no es una
medida perfecta del contenido tumoral en el ADNcf (debido a la presencia o ausencia de amplificacién del gen EGFR en
algunos casos), puede servir como estimacién del contenido tumoral en el ADNcf en una cohorte. Al estudiar la distribucién
de los FA de las variantes en el grupo heterocigoto, aqui designado como todas las variantes con un FA entre el 25% y el
75%, la distribucion cambiaba a medida que aumentaba el FA de la mutacién impulsora del EGFR. Un aumento de la FA
del driver EGFR se asocié con una mayor desviacién estandar del grupo heterocigoto (FIG. 4B), asi como un aumento de
la diferencia absoluta entre la media del caso y la de la poblacién, lo que sugiere la presencia de una variaciéon del nUmero
de copias derivada del cancer. Al estudiar la desviacion estandar de la FA de las variantes en el grupo heterocigoto, se
observé que 94 casos se ajustaban a una distribucién normal, mientras que 11 casos presentaban caracteristicas atipicas
(FIG. 8A). Del mismo modo, al estudiar la mediana de la FA para las variantes en el grupo heterocigoto, se ajustd una
distribucién normal a 94 casos, mientras que 11 casos presentaban caracteristicas atipicas (FIG. 8B). Dado que estas
poblaciones atipicas se solapaban, 16 casos en total presentaban una de estas dos caracteristicas atipicas con evidencia
de alta variacién del numero de copias en el ADNCcf, lo que puede haberse debido a que los altos niveles de ADN tumoral
causan variabilidad en el FA de las variantes de la linea germinal.

Dado que la elevada variacién del nimero de copias puede dar lugar a una desviacidn sustancial del FA de las
variantes de la linea germinal con respecto al 50% esperado, la discriminacién germinal-somatica podria verse afectada
en estos casos atipicos. Asi pues, estos 16 casos atipicos se segregaron de los 89 casos sin caracteristicas atipicas (FIG.
5). Con la revisién visual de las variantes de codificacién de los casos atipicos, puede resultar dificil distinguir una
separacion clara entre las variantes heterocigéticas de la linea germinal y las variantes sométicas derivadas del cancer,
pero, por el contrario, la revisién visual de las variantes de codificacién de los casos sin estas caracteristicas de alta
variacién del niumero de copias (FIG. 5, donde 501 (punto gris mas grande) es EGFR T790M; 502 (punto negro) es EGFR
driver mutation y 503 (punto gris mas pequefio) son otras alteraciones de codificacién), permite distinguir claramente un
grupo de variantes heterocigotas con FAs en el rango del 35 al 60%, que no se solapan con un grupo de variantes
derivadas del cancer con FAs por debajo del 30%. Asi, excluyendo los casos de NGS en plasma con alta variacién en el
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nimero de copias (y por tanto alto contenido tumoral), los resultados de NGS en plasma pueden diferenciarse con
precisién en variantes sométicas dentro del grupo derivado del cancer y alelos de riesgo de linea germinal identificados
incidentalmente dentro del grupo heterocigoto.

Siguiendo la l6gica de estos estudios de prueba de concepto, se desarrollé y evalud un algoritmo bioinformatico
integrado para segregar alteraciones de la linea germinal y somaticas en los 70 genes analizados mediante NGS en
plasma. Este algoritmo asigné primero a las variantes un presunto origen germinal o somético utilizando conocimientos a
priori, incluidas bases de datos internas y externas de variantes germinales y soméaticas conocidas (patogénicas y
benignas). Por ejemplo, la alteracién EGFR Q787Q es un polimorfismo benigno presente en ~52% de los exomas de linea
germinal en la base de datos ExAC (http://fexac.broadinstitute.org/), lo que permite designarlo como de presunto origen
de linea germinal independientemente de la fraccidn alélica. Por el contrario, la alteracién EGFR L858R es una mutacién
oncogénica relativamente frecuente en el NSCLC pero no aparece en las bases de datos de linea germinal, lo que permite
designarla como de presunto origen somético. Este binning a priori suele dar como resultado una mediana de 78 variantes
por caso asignadas como de linea germinal, lo que permite construir una distribucién de probabilidad heterocigota por
variante FA como se describe en los estudios anteriores. Si todas las presuntas mutaciones soméaticas (generalmente
menos nhumerosas) estdn presentes por debajo del limite inferior de esta distribucion germinal heterocigética, la
discriminacién germinal-somatica de las variantes restantes no asignadas procede segln su FA en relacién con la
distribucién germinal descrita por la clasificacién de variantes a priori. Sin embargo, si el FA de las presuntas variantes
somaticas supera el FA del limite inferior de la distribuciéon heterocigética de la linea germinal, o si se detecta una
inestabilidad cromosémica extrema (evaluada por la fraccién diploide aparente del genoma), la discriminacién linea
germinal/somética se considera incierta para las variantes que permanecen dentro de esa regién de solapamiento, y se
presume que las variantes son de origen somético y se notifican como tales. Este enfoque permite la identificacién de
variantes sospechosas de linea germinal con un alto valor predictivo positivo, entendiendo que la sensibilidad para las
variantes de origen germinal se reduciré en entornos de alto contenido de ADN tumoral.

A continuacién, este algoritmo se aplicé a 21 muestras clinicas recogidas prospectivamente con mutaciones
EGFR T790M de alta FA (30%-75%) detectadas en la NGS plasmatica (FIG. 9, donde 901 (punto gris mas grande) es
EGFR T790M; 902 (punto negro) es mutacién conductora de EGFR y 903 (punto gris mas pequefio) son otras alteraciones
de codificacién). Los casos se segregaron en dos cohortes basédndose en la segregacién germinal-somatica de EGFR
T790M descrita anteriormente. La cohorte A incluy6 11 casos en los que la distribucién de variantes somaticas frente a
derivadas de la linea germinal llevé a predecir la presencia de una mutacién T790M de la linea germinal. La cohorte B
incluyé 10 casos en los que la determinacién de linea germinal frente a somética fue complicada debido a la elevada
variacion del nimero de copias y a un amplio grupo heterocigoto. A continuacién, las fracciones celulares que contenian
ADN gendmico de cada muestra se desidentificaron de forma irreversible y se enviaron a un laboratorio clinico con
certificacion CLIA para la secuenciacion del EGFR de forma doble ciega, de modo que ningln resultado de la linea
germinal fuera trazable a ningun paciente individual. Se confirmé que los 11 casos de la cohorte A albergaban un EGFR
T790M de linea germinal (valor predictivo positivo del 100%, 11/11). De los 10 casos de la cohorte B, uno resulté ser de
linea germinal, lo que dio lugar a una sensibilidad del 92% (11/12) y una precisién global del 95% (20/21). Se sospeché
que la presencia de una muestra de linea germinal en la Cohorte B era un caso con un alto contenido tumoral, de modo
que el FA de presuntas mutaciones somaticas se solapaba con la distribucién de heterocigotos de linea germinal, lo que
dificultaba discriminar con certeza las variantes de linea germinal.

Una vez validado un método para identificar casos de NGS en plasma portadores de EGFR T790M de linea
germinal, se utilizaron los datos de NGS en plasma existentes para conocer la asociaciéon de las variantes de linea
germinal con tipos de cancer especificos. Se consulté una base de datos de pruebas clinicas de 31.414 pacientes Unicos
consecutivos que representaban una amplia variedad de tipos de tumores sélidos en adultos para identificar 911 casos
positivos para EGFR T790M, de los cuales 48 eran de origen germinal segln la metodologia anterior. Aunque el NSCLC
no escamoso fue el diagndstico de cancer en una minoria de la cohorte total de pacientes (41%), éste fue el diagnéstico
de cancer en 43 de los 48 pacientes con EGFR T790M de linea germinal (90%, FIG. 6A). Ademas, de los 5 pacientes
restantes con EGFR T790M de linea germinal, tres tenian un diagnéstico relacionado (NSCLC escamoso, cancer de
pulmén de células pequefias, carcinoma de primario desconocido). La frecuencia poblacional de EGFR T790M de linea
germinal en pacientes con NSCLC no escamoso (43/12.774, 0,34%) fue sustancialmente superior a la observada en
pacientes con otro diagnéstico de cancer (5/18.640, 0,03%, FIG. 6B), siendo esta ultima sblo moderadamente superior a
la notificada por los esfuerzos de secuenciacién de la poblacién general (por ejemplo, la frecuencia alélica media de EXAC
de 0,0082%). Estas observaciones son congruentes con el concepto de que los pacientes con T790M de linea germinal
tienen un mayor riesgo especifico de NSCLC, y sugieren que este alelo no confiere un riesgo sustancialmente mayor de
otros canceres aparte del de pulmén.

Los analisis anteriores demuestran el poder de la gendémica del ADNcf como herramienta para la investigacién
de los alelos de riesgo de cancer de la linea germinal. Utilizando datos y muestras existentes de investigaciones clinicas
en curso, se desarrolld y validd un algoritmo bioinformatico para distinguir las variantes de la linea germinal de las variantes
sométicas derivadas del cancer dentro de los perfiles de cfDNA NGS, proporcionando un Unico ensayo que puede ofrecer
informacién sobre el genotipo del tumor para la seleccién de la terapia, asi como la detecciéon de alelos de riesgo
hereditario. Se consulté una base de datos de pruebas clinicas para explorar el alelo de linea germinal poco frecuente,
EGFR T790M, y se observé un enriquecimiento para esta mutaciéon en pacientes con NSCLC no escamoso. Los datos
anteriores ponen de relieve la capacidad del genotipado plasmatico, utilizado actualmente para la atencién clinica rutinaria,

55



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2991 960 T3

para detectar variantes de la linea germinal y, en determinadas circunstancias, diferenciarlas de las variantes somaticas.
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REIVINDICACIONES
1. Un método implementado por ordenador que comprende:

a) proporcionar un conjunto de lecturas de secuencias de moléculas de ADNcf, en el que las lecturas de
secuencias corresponden a una regién gendémica seleccionada de un genoma de referencia;

b) determinar la frecuencia alélica de un conjunto que comprende una pluralidad de variantes genéticas dentro
de la regién gendmica, donde el conjunto incluye una variante de interés;

¢) determinar una medida de variabilidad de la frecuencia alélica de las variantes genéticas en el set;

d) proporcionar un umbral de medida de la variabilidad y un umbral de frecuencia alélica;

e) determinar sila medida de variabilidad esta por debajo del umbral de variabilidad; y

f) sila medida de variabilidad esta por debajo del umbral de variabilidad:

(i) calificar la variante de interés como de origen germinal si la frecuencia alélica de la variante de
interés esta por encima del umbral de frecuencia alélica, y

(i) calificar la variante de interés como de origen somatico si la frecuencia alélica de la variante de
interés esta por debajo del umbral de frecuencia alélica.

2. El método de la reivindicacién 1, en el que la regién gendmica seleccionada es un gen, un exén, un intrén, una porcién
de un gen, opcionalmente de al menos 100 nucleétidos, al menos 500 nucleétidos, o al menos 1000 nucleétidos.

3. Elmétodo de la reivindicacién 1 o de la reivindicacion 2, en el que la medida de variabilidad es la desviacidn estandar
o la varianza.

4. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el umbral de frecuencia alélica es de
aproximadamente 10%, aproximadamente 11%, aproximadamente 12%, aproximadamente 13%, aproximadamente 14%,
aproximadamente 15%, aproximadamente 16%, aproximadamente 17%, aproximadamente 18%, aproximadamente 19%,
aproximadamente 20%, aproximadamente 21%, aproximadamente 22%, aproximadamente 23%, aproximadamente 24%,
aproximadamente 25%, aproximadamente 26%, aproximadamente 27%, aproximadamente 28%, aproximadamente 29%,
aproximadamente 30%, aproximadamente 31%, aproximadamente 32%, aproximadamente 33%, aproximadamente 34%,
o aproximadamente 35%.

5. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el umbral de frecuencia alélica se determina
empiricamente.

6. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la medida de variabilidad es la desviacién estandar
y el umbral de variabilidad es un umbral de desviacién estandar (STDEV).

7. El método de la reivindicacién 6, en el que una medida de FA para un locus genémico por debajo de dicho umbral
STDEYV indica baja variacién del nimero de copias (CNV) para dicho locus genémico, mientras que una medida de FA
para un locus genémico por encima de dicho umbral STDEYV indica alta variacién del nimero de copias (CNV) para el
locus gendémico asociado.

8. El método de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la regién genémica es una o mas regiones
gendmicas y las regiones gendémicas comprenden:

(i) al menos una parte de al menos 5, al menos 10, al menos 15, al menos 20, al menos 25, al menos 30, al
menos 35, al menos 40, al menos 45, al menos 50, al menos 55, al menos 60, al menos 65, al

menos 70, al menos 75, al menos 80, al menos 85, al menos 90, al menos 95 0 97 de los genes de

Tabla 1,

(i) al menos una parte de al menos 5, al menos 10, al menos 15, al menos 20, al menos 25, al menos 30, al
menos 35, al menos 40, al menos 45, al menos 50, al menos 55, al menos 60, al menos 65, al

menos 70, al menos 75, al menos 80, al menos 85, al menos 90, al menos 95, al menos 100, al menos

105, al menos 110, o0 115 de los genes de la Tabla 2; o

(iii) al menos una porcidn de al menos 1, al menos 2, al menos 3, al menos 4, al menos 5, al menos 6, al menos
7, al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14, al menos 15, al
menos 16, al menos 17, al menos 18, al menos 19, o al menos 20 de los genes de la Tabla 3.

9. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que las moléculas de ADNcf se aislan de un fluido
corporal, como sangre o suero.

10. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que las moléculas de ADNcf comprenden ADN
tumoral circulante.

11. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el suministro de un conjunto de lecturas de
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secuencias de moléculas de ADNcf comprende secuenciar ADNcfde un sujeto y detectar y cuantificar una o més variantes
genéticas.

12. El método de la reivindicacidén 11, en el que se prepara una biblioteca de acidos nucleicos antes de la secuenciacién.

13. El método de la reivindicacién 12, en el que una molécula de ADNCcf se identifica univocamente mediante la
combinacién de un cédigo de barras y una o mas secuencias endégenas del polinucleétido.

14. Uso de los métodos de cualquiera de las reivindicaciones anteriores:

(i) para diagnosticar una enfermedad o afeccion como el cancer o una afeccién inflamatoria;

(i) en el prondstico de una enfermedad o afecciéon como el cancer o una afeccion inflamatoria;

(iii) para evaluar la eficacia del tratamiento de una enfermedad o afeccion como el cancer o una afeccion
inflamatoria; y/o

(iv) para controlar la progresion o regresion de una enfermedad o afeccion como el cancer o una afeccion
inflamatoria.
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