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DESCRIPCION
Andlisis de los patrones de fragmentacion del ADN acelular

En estudios previos, se demostré que el ADN plasmatico consta principalmente de fragmentos cortos de menos de
200 pb (Lo et al., Sci Transl Med 2010; 2(61):61ra91). En la distribucion por tamafio molecular del ADN plasmatico, se
pudo observar un pico a 166 pb. Ademas, se observo que la densidad de marcadores secuenciados podria variar con
una periodicidad de aproximadamente 180 pb cerca de los sitios de inicio transcripcional (TSS) cuando se secuencié
el ADN plasmatico materno (Fan et al., PNAS 2008;105:16266-71). Estos resultados son un conjunto de pruebas que
indican que la fragmentacion del ADN plasmatico puede no ser un proceso aleatorio. Sin embargo, adin no se han
aclarado los patrones concretos de fragmentacion del ADN en el plasma, asi como los factores que determinan los
patrones. Ademas, aun no se han evidenciado las aplicaciones practicas del uso de la fragmentacion del ADN.

De acuerdo con la presente invencion, se proporciona un método de analisis de una muestra biolégica como se define
en la reivindicacién 1.

Diversas realizaciones se refieren a aplicaciones (por ejemplo, aplicaciones de diagnéstico) del analisis de los patrones
de fragmentacion del ADN acelular, por ejemplo, ADN plasmatico y ADN sérico. Las realizaciones de una aplicaciéon
pueden determinar una clasificacién de una contribucién proporcional de un tipo de tejido concreto en una mezcla de
ADN acelular de diferentes tipos de tejido. Por ejemplo, pueden determinarse a modo de clasificacién los porcentajes
especificos, el intervalo de porcentajes o si la contribuciéon proporcional se encuentra por encima de un porcentaje
especificado. En un ejemplo, pueden identificarse las posiciones finales preferidas para el tipo de tejido particular y
puede usarse la abundancia relativa de moléculas de ADN acelular que terminan en las posiciones finales preferidas
para proporcionar la clasificacién de la contribucion proporcional.

Las realizaciones de otra aplicacién pueden determinar un genotipo de un tipo de tejido particular en una mezcla de
ADN acelular de diferentes tipos de tejido. En un ejemplo, pueden identificarse las posiciones finales preferidas para
el tipo de tejido particular y puede determinarse el genotipo utilizando moléculas de ADN acelular que terminan en las
posiciones finales preferidas.

Las realizaciones de otra aplicacién pueden identificar posiciones finales preferidas mediante la comparacién de un
maximo local para los extremos izquierdos de moléculas de ADN acelular con un méaximo local para los extremos
derechos de moléculas de ADN acelular. Las posiciones finales preferidas pueden identificarse cuando los maximos
locales correspondientes estan suficientemente separados. Ademas, pueden compararse las cantidades de moléculas
de ADN acelular que terminan en un maximo local para el extremo izquierdo/derecho con una cantidad de moléculas
de ADN acelular para un maximo local con baja separacion, a fin de determinar una contribucién proporcional de un
tipo de tejido.

Otras realizaciones se refieren a sistemas, dispositivos portatiles de consumo, y medios legibles por ordenador
asociados a los métodos descritos en el presente documento.

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

La FIG. 1 muestra un ejemplo ilustrativo para la definiciéon de la probabilidad de intacto (P} de acuerdo con las
realizaciones de la presente invencion.

Las FIG. 2A y 2B muestran la variacion de la P a lo largo de un segmento del cromosoma 6 utilizando 25 como
valor de z, de acuerdo con las realizaciones de la presente invencion.

La FIG. 3 muestra la ilustracién de la variacién sincrénica de la P) para el ADN de origen materno y fetal en el
plasma materno.

La FIG. 4 muestra una ilustracién de la variacién asincrénica de la P para el ADN de origen materno y fetal en el
plasma materno.

La FIG. 5 es un diagrama de flujo que muestra un analisis sobre si las moléculas de ADN materno y fetal son
sincroénicas en la variacion de la P..

La FIG. 6 muestra un analisis de dos muestras de plasma materno (S24 y S26) para determinar la variacién de la
P para fragmentos de ADN de origen materno (rojo/gris) y fetal (azul/negro) en el plasma materno.

La FIG. 7 muestra una ilustracién de la amplitud de la variacion de la P..

La FIG. 8A muestra los patrones de variacién de la Pi en regiones que son sitios de hipersensibilidad a DNasa,
pero no TSS.
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La FIG. 8B muestra patrones de variacion de la P en regiones que son TSS, pero no sitios de hipersensibilidad a
DNasa.

La FIG. 9 muestra una ilustracion del principio para la medicién de la proporcién de ADN liberado de diferentes
tejidos.

La FIG. 10 muestra la relacién entre la FRA y la contribucién proporcional del tejido A al ADN en una mezcla
determinada mediante el andlisis de dos 0 mas muestras de calibracion con concentraciones proporcionales
conocidas de ADN del tejido A.

La FIG. 11 muestra una correlacion entre la FRpiacenta Y €l porcentaje de ADN fetal en el plasma materno.
La FIG. 12 muestra una correlacion entre el FRsangre ¥ |2 concentracién de ADN fetal en el plasma materno.

La FIG. 13 es un diagrama de flujo de un método 1300 de analisis de una muestra biolégica para determinar una
clasificacion de una contribucién proporcional del primer tipo de tejido de acuerdo con las realizaciones de la
presente invencion.

La FIG. 14 muestra una ilustracién del principio de una diferencia de los fragmentos de ADN circulante en relacién
con el ADN de origen tumoral o fetal.

La FIG. 15 es un diagrama de flujo de un método de analisis de una muestra biclégica que incluye una mezcla de
moléculas de ADN acelular de una pluralidad de tipos de tejidos que incluye un primer tipo de tejido.

LaFIG. 16 es un diagrama de Venn que muestra el nimero de sitios de terminacién frecuentes que son especificos
para el caso HCC, especificos para la mujer embarazada y compartidos por ambos casos.

La FIG. 17 muestra una curva de calibracién que muestra la relacién entre la proporcion de fragmentos de ADN
secuenciados que terminan en posiciones finales especificas para el cancer y la fraccion de ADN tumoral en plasma
para pacientes con cancer con fracciones conocidas de ADN tumoral en plasma.

La FIG. 18 muestra un ejemplo ilustrativo de los patrones de fragmentaciéon no aleatorios del ADN plasmatico que
portan un alelo especifico del feto y un alelo compartido por la madre y el feto.

La FIG. 19 muestra una grafica de la probabilidad de que una coordenada genémica sea una posicion final de los
fragmentos de ADN plasmatico materno en una regién con un polimorfismo de un solo nucledtido (SNP)
informativo.

La FIG. 20 muestra un andlisis de las posiciones finales de los fragmentos de ADN plasmatico a lo largo de los
SNP que eran homocigéticos en la madre y heterocigéticos en el feto.

La FIG. 21 muestra un andlisis de las posiciones finales de los fragmentos de ADN plasmatico a lo largo de los
SNP que eran homocigéticos en el feto y heterocigéticos en la madre.

La FIG. 22 muestra una correlaciéon entre la abundancia relativa (Ratio (F/M)) de las moléculas de ADN plasmatico
con extremos fetales (Conjunto A) y maternos (Conjunto X) recurrentes y la fraccion de ADN fetal.

Las FIG. 23A-23E muestran datos relativos a las distribuciones del tamafio del ADN plasmatico para los fragmentos
que terminan en las posiciones finales con preferencia fetal y los fragmentos que terminan en las posiciones finales
con preferencia materna.

Las FIG. 24A-24E muestran datos relativos a las distribuciones de tamarfio del ADN plasmatico en una muestra de
ADN plasmatico conjunta de 26 mujeres en el primer trimestre del embarazo para los fragmentos que terminan en
las posiciones finales con preferencia fetal y los fragmentos que terminan en las posiciones finales con preferencia
materna.

La FIG. 25 muestra un ejemplo ilustrativo de los patrones de fragmentacién no aleatorios del ADN plasmatico del
paciente con HCC.

La FIG. 26 es una grafica de la probabilidad de que una coordenada genémica sea una posicion final de los
fragmentos de ADN plasmatico en una regién con un sitio de mutacién.

La FIG. 27A muestra un analisis de las posiciones finales de los fragmentos de ADN plasmatico en las posiciones
genomicas en las que habia mutaciones en el tejido tumoral.
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La FIG. 27B muestra una correlacién entre la Relaciénwrs y la fraccién de ADN tumoral en el plasma de 71
pacientes con HCC.

La FIG. 28A muestra el nimero de posiciones finales preferidas para el ADN plasmatico de la mujer embarazada
y del paciente con HCC. El conjunto P contenia 29 millones de posiciones finales que eran las preferidas en la
mujer embarazada.

La FIG. 28B muestra que se observé una correlacion positiva entre la Relaciéonxccemb y la fraccion de ADN tumoral
en plasma para los 71 pacientes con HCC.

La FIG. 29A muestra una ilustracion del concepto de relaciéon de terminacion preferida (PETR). Cada linea
representa un fragmento de ADN plasmatico.

La FIG. 29B muestra una correlacion entre la fraccién de ADN tumoral en plasma con la PETR en las posiciones
del conjunto H en 11 pacientes con HCC.

La FIG. 30 muestra la proporcién de ADN corto (<150 pb) detectado entre las moléculas de ADN plasmatico que
terminan con extremos preferidos por el HCC, extremos preferidos por el VHB o los extremos compartidos.

La FIG. 31A muestra una ilustracién del principio de la w-PETR. El valor de w-PETR se calcula como la relacién
entre el nimero de fragmentos de ADN que terminan dentro de la ventana A y la ventana B.

La FIG. 31B muestra una correlacion entre la fraccion de ADN tumoral y el valor de la w-PETR en los 11 pacientes
con HCC.

La FIG. 32 muestra la proporcién de posiciones finales preferidas cominmente compartidas detectadas en
muestras de plasma de cada una de las muestras estudiadas cuando se comparan con una muestra de plasma
sanguineo del cordén umbilical (cobertura del genoma haploide 210x).

La FIG. 33 muestra un diagrama de Venn en el que se indica el nimero de posiciones finales preferidas que se
observan comunmente en dos 0 mas muestras, asi como las que solo se observaron en una muestra.

La FIG. 34A muestra una correlaciéon entre la fraccion de ADN fetal en el plasma y la PETR media en el conjunto
de posiciones identificadas mediante la comparacion entre las muestras de ADN plasmatico "antes del parto" y
"después del parto”.

La FIG. 34B muestra una correlacion entre la fraccién de ADN fetal en el plasma y el promedio de w-PETR en el
conjunto de posiciones identificadas a través de la comparacion entre las muestras de ADN plasmatico "antes del
parto" y "después del parto".

La FIG. 35A muestra el millbn de posiciones finales preferidas del ADN plasmatico observadas con mayor
frecuencia entre dos mujeres embarazadas a las 18 semanas (mujer embarazada 1) y a las 38 semanas de
gestacion (mujer embarazada 2).

La FIG. 35B muestra una comparacién de los valores de PETR del millén de posiciones finales preferidas mas
frecuentemente observadas en el plasma de dos mujeres embarazadas.

La FIG. 36 es un diagrama de flujo de un método de analisis de una muestra biolégica para determinar una
clasificacion de una contribucién proporcional del primer tipo de tejido en una mezcla de acuerdo con las
realizaciones de la presente invencién.

La FIG. 37 muestra las moléculas de ADN plasmatico materno que portan diferentes alelos cuando se alinean con
un genoma de referencia cerca de una posicion final preferida por el feto.

La FIG. 38 es un diagrama de flujo de un método 3800 de andlisis de una muestra biolégica para determinar un
genotipo del primer tipo de tejido de acuerdo con las realizaciones de la presente invencion.

La FIG. 39 muestra un diagrama de blogues de un sistema informatico 10 ilustrativo que puede utilizarse con el
sistema y los métodos de acuerdo con las realizaciones de la presente invencion.

Un "tejido" corresponde a un grupo de células que se agrupan como una unidad funcional. En un mismo tejido pueden
encontrarse mas de un tipo de células. Los distintos tipos de tejidos pueden estar formados por diferentes tipos de
células (por ejemplo, hepatocitos, células alveolares o células sanguineas), pero también puede corresponder a tejidos
de organismos diferentes (la madre en comparacién con feto) o a células sanas en comparacion con células tumorales.

Una "muestra bioldgica" se refiere a cualquier muestra que se toma de un sujeto (por ejemplo, un ser humano, tal
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como una mujer embarazada, una persona con cancer 0 una persona que se sospecha que tiene cancer, un receptor
de un trasplante de 6rganos o un sujeto que se sospecha que padece una enfermedad que afecta a un érgano (por
ejemplo, el corazén en el infarto de miocardio, o el cerebro en el ictus, o el sistema hematopoyético en la anemia) y
que contiene una o mas moléculas de acido nucleico de interés. La muestra biolégica puede ser un tejido corporal, tal
como sangre, plasma, suero, orina, fluido vaginal, liquido de un hidrocele (por ejemplo, de los testiculos), liquidos de
un lavado vaginal, liquido pleural, liquido ascitico, liquido cefalorraquideo, saliva, sudor, lagrimas, esputo, liquido de
lavado broncoalveolar, liquido de descarga del pezon, liquido de aspiracion de diferentes partes del cuerpo (por
ejemplo, tiroides, mama), etc. También pueden utilizarse muestras de heces. En diversas realizaciones, la mayor parte
del ADN de una muestra biolégica enriquecida en ADN acelular (por ejemplo, una muestra de plasma obtenida
mediante un protocolo de centrifugacion) puede estar libre de células, por ejemplo, mas del 50 %, 60 %, 70 %, 80 %,
90 %, 95 % 0 99 % del ADN puede estar libre de células. El protocolo de centrifugacion puede incluir, por ejemplo,
3.000 g x 10 minutos, obtener la parte liquida, y volver a centrifugar, por ejemplo, 30.000 g durante otros 10 minutos
para eliminar las células residuales.

Los "cambios asociados al cancer' o "cambios especificos del cancer' incluyen, pero sin limitaciéon, mutaciones
derivadas del cancer (incluidas mutaciones de un solo nucleétido, deleciones o inserciones de nucleétidos, deleciones
de segmentos genéticos o cromosémicos, translocaciones, inversiones), amplificaciéon de genes, segmentos genéticos
0 cromosomicos, secuencias asociadas a virus (por ejemplo, episomas viricos e inserciones viricas), perfiles de
metilacién aberrantes o firmas de metilacion especificas del tumor, perfiles de tamafio del ADN acelular aberrantes,
marcas aberrantes de modificacion de histonas y otras modificaciones epigenéticas, y ubicaciones de los extremos de
los fragmentos de ADN acelular que estan asociados al cancer o son especificos del cancer.

Un "fragmento de ADN de cancer informativo" corresponde a un fragmento de ADN portador de uno o mas de los
cambios o mutaciones asociados al cancer o especificos del cancer. Un "fragmento de ADN fetal informativo"
corresponde a un fragmento de ADN fetal portador de una mutacion que no se encuentra en ninguno de los genomas
de los progenitores. Un "fragmento de ADN informativo" puede referirse a cualquiera de los tipos de fragmentos de
ADN mencionados.

Una "lectura de secuencia” se refiere a una cadena de nucleétidos secuenciada de cualquier parte o de una molécula
completa de acido nucleico. Por ejemplo, una lectura de secuencia puede ser una cadena corta de nucleétidos (por
ejemplo, 20-150) secuenciados a partir de un fragmento de acido nucleico, una cadena corta de nucleétidos en uno o
ambos extremos de un fragmento de acido nucleico, o la secuenciacién de todo el fragmento de acido nucleico que
existe en la muestra biolégica. Una lectura de secuencia puede obtenerse de diversos modos, por ejemplo, mediante
técnicas de secuenciacion o utilizando sondas, por ejemplo, en matrices de hibridacién o sondas de captura, o técnicas
de amplificaciéon, como la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) o la amplificacion lineal con un tnico cebador o
la amplificacién isotérmica.

Una "posicion final' (o simplemente "final') puede referirse a la coordenada genémica o a la identidad genémica o de
nucleétidos de la base mas externa, es decir, en los extremos, de una molécula de ADN acelular, por ejemplo, la
molécula de ADN plasmatico. La posicién final puede corresponder a cualquier extremo de una molécula de ADN. De
esta manera, si se hace referencia a un inicio y un final de una molécula de ADN, ambos corresponderian a una
posicion final. En la practica, una posicion final es la coordenada genémica o la identidad de los nucleétidos de la base
mas externa de un extremo de una molécula de ADN acelular que se detecta o determina mediante un método
analitico, como, por ejemplo, secuenciacién paralela masiva o secuenciacion de Ultima generacion, secuenciacion de
molécula Unica, protocolos de preparacion de bibliotecas de secuenciacion de ADN monocatenario o bicatenario,
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) o micromatriz. Estas técnicas in vitro pueden alterar los extremos
auténticos in vivo de las moléculas de ADN acelulares. Por tanto, cada extremo detectable puede representar el
extremo biolégicamente auténtico o el extremo es uno o mas nucleodtidos hacia adentro 0 uno o mas nucleétidos
extendidos desde el extremo original de la molécula, por ejemplo, el despunte en 5' y el relleno en 3' de los salientes
de las moléculas de ADN bicatenario no despuntadas por el fragmento Klenow. La identidad genémica o la coordenada
gendmica de la posicion final podria derivarse de los resultados de la alineacion de las lecturas de la secuencia con
un genoma humano de referencia, por ejemplo, hg19. Podria derivarse de un catalogo de indices o c6digos que
representan las coordenadas originales del genoma humano. Podria referirse a una posicién o identidad de nucleétidos
en una molécula de ADN acelular que se lee mediante, pero sin limitacién, sondas especificas para la diana,
minisecuenciacién, amplificacién de ADN.

Un "extremo preferido" (0 una "posicion final recurrente") se refiere a un extremo que esta mas representado o es mas
prevalente (por ejemplo, medido por una tasa) en una muestra bioloégica que tiene un estado fisiolodgico (por ejemplo,
embarazo) o patolégico (enfermedad) (por ejemplo, cancer) que una muestra biolégica que no tiene dicho estado o
que, en diferentes puntos temporales o etapas del mismo estado patologico o fisiolégico, por ejemplo, antes o después
del tratamiento. Por lo tanto, un extremo preferido tiene una mayor probabilidad de ser detectado en el estado
fisiologico o patolégico pertinente en comparacion con otros estados. El aumento de la probabilidad puede compararse
entre el estado patologico y un estado no patolégico, por ejemplo, en pacientes con y sin cancer y cuantificados como
cociente de probabilidad o probabilidad relativa. El cociente de probabilidad puede determinarse en funcién de la
probabilidad de detectar al menos un nimero umbral de extremos preferidos en la muestra analizada o en funcién de
la probabilidad de detectar los extremos preferidos en pacientes con dicha afeccién que en pacientes sin dicha
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afeccién. Los ejemplos para los umbrales de los cocientes de probabilidad incluyen, entre otros, 1,1, 1,2, 1,3, 1,4, 1,5,
1,6, 1,8, 2,0, 25, 3,0, 3,5, 4,0,4,5, 5, 6, 8, 10, 20, 40, 60, 80 y 100. Estos cocientes de probabilidad pueden medirse
comparando los valores de abundancia relativa de las muestras con y sin la afeccion correspondiente. Dado que la
probabilidad de detectar un extremo preferido en un estado fisioldégico o patologico relevante es mayor, esas posiciones
finales preferidas se verian en mas de un individuo con ese mismo estado fisioldgico o patolégico. Con el aumento de
la probabilidad, puede detectarse mas de una molécula de ADN acelular como terminada en una misma posicion final
preferida, incluso cuando el nimero de moléculas de ADN acelular analizadas es mucho menor que el tamafio del
genoma. Por tanto, las posiciones finales preferidas o recurrentes también se denominan "posiciones finales
frecuentes" En algunas realizaciones, se puede utilizar un umbral cuantitativo para exigir que los extremos se detecten
al menos varias veces (por ejemplo, 3,4, 5, 6,7, 8,9, 10, 15, 20 o0 50) dentro de la misma muestra o de la misma
alicuota de muestra para ser considerado como un extremo preferente. Un estado fisiologico relevante puede incluir
un estado cuando una persona esta sana, libre de enfermedad, o libre de una enfermedad de interés. De manera
similar, una "ventana final preferida" corresponde a un conjunto contiguo de posiciones finales preferidas.

La "frecuencia" de moléculas de ADN que terminan en una posicion se refiere a la frecuencia con la que una molécula
de ADN termina en la posicion. La frecuencia puede estar basada en un nimero de moléculas de ADN que terminan
en la posicién normalizada frente a un nimero de moléculas de ADN analizadas. Por consiguiente, la frecuencia
corresponde a una frecuencia del nimero de moléculas de ADN que terminan en una posicion, y no esta relacionado
con una periodicidad de posiciones que tienen un maximo local en el nimero de moléculas de ADN que terminan en
la posicion.

Una "muestra de calibracion" puede corresponder a una muestra bioldgica cuya fraccién de ADN especifica del tejido
se conoce o se determina mediante un método de calibracién, por ejemplo, utilizando un alelo especifico para el tejido.
Como otro ejemplo, una muestra de calibracién puede corresponder a una muestra a partir de la cual se pueden
determinar las posiciones finales preferidas. Una muestra de calibracion puede utilizarse para ambos fines.

Un "punto de datos de calibracion" incluye un "valor de calibracion” y una distribucion proporcional medida o conocida
del ADN de interés (es decir, el ADN de un tipo de tejido concreto). El valor de calibracién puede ser una abundancia
relativa determinada para una muestra de calibracion, para el que se conoce la distribucion proporcional del tipo de
tejido. Los puntos de datos de calibracion pueden definirse de varias maneras, por ejemplo, como puntos individuales
o como una funcién de calibracion (también denominada curva de calibracién o superficie de calibracién). La funcién
de calibraciéon podria derivarse de una transformacion matematica adicional de los puntos de datos de calibracion.

La expresion "profundidad de secuenciacion” se refiere al nimero de veces que un locus esta cubierto por una lectura
de secuencia alineada con el locus. El locus puede ser tan pequefio como un nucleétido, o tan grande como un brazo
cromosoémico, o tan grande como todo el genoma. La profundidad de secuenciacion puede expresarse como 50x,
100x, etc., donde "x" se refiere al nUmero de veces que se cubre un locus con una lectura de secuencia. La profundidad
de secuenciacion también puede aplicarse a multiples locus o a todo el genoma, en cuyo caso x puede referirse al
numero medio de veces que se secuencian los locus, el genoma haploide o todo el genoma. La secuenciacion ultra
profunda puede referirse a una profundidad de secuenciacion de al menos 100x.

Un "valor de separacion” corresponde a una diferencia o a un cociente entre dos valores. El valor de separacién puede
ser una simple diferencia o frecuencia. A modo de ejemplo, una relacién directa de x/y es un valor de separacion, asi
como x/(x+y). El valor de separacion puede incluir otros factores, por ejemplo, factores multiplicativos. Como otro
ejemplo, se puede utilizar una diferencia o relacién de funciones de los valores, por ejemplo, una diferencia o ratio de
los logaritmos naturales (In) de los dos valores. Un valor de separacion puede incluir una diferencia y una proporcion.

Una "abundancia relativa" es un tipo de valor de separacion que relaciona una cantidad (un valor) de moléculas de
ADN acelular que terminan dentro de una ventana de posicion genémica con una cantidad (otro valor) de moléculas
de ADN acelular que terminan dentro de otra ventana de posiciones gendmicas. Las dos ventanas pueden
superponerse, pero serian de diferentes tamafios. En otras implementaciones, las dos ventanas no se superpondrian.
Ademas, las ventanas pueden tener una amplitud de un nucleétido y, por tanto, equivaler a una posicién genémica.

El término "clasificacion", como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier nimero u otros caracteres
que se asocian a una propiedad particular de una muestra. Por ejemplo, un simbolo "+" (o la palabra "positivo") podria
significar que una muestra esta clasificada como con deleciones o amplificaciones. La clasificacion puede ser binaria
(por ejemplo, positiva o negativa) o tener mas niveles de clasificacion (por ejemplo, una escalade 1 a 10 ode 0 a 1).
Los términos "corte" y "umbral' se refieren a nimeros predeterminados utilizados en una operacién. Por ejemplo, un
tamafio de corte puede referirse a un tamafio por encima del cual se excluyen los fragmentos. Un valor umbral puede
ser un valor por encima o por debajo del cual se aplica una determinada clasificacién. Cualquiera de estos términos
puede utilizarse en cualquiera de estos contextos.

La expresion "nivel de cancer" puede referirse a si existe el cancer (es decir, presencia o ausencia), un estadio de un
cancer, un tamafio del tumor, si hay metastasis, la carga tumoral total del cuerpo, y/u otra medida de la gravedad de
un cancer (por ejemplo, la recurrencia del cancer). El nivel de cancer puede ser un nimero u otros indicios, tales como
simbolos, letras del alfabeto y colores. El nivel podria ser cero. El nivel de cancer también incluye las afecciones
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(estados) premalignas o precancerosas asociadas a mutaciones o a un nimero de mutaciones. El nivel de cancer
puede usarse de varias maneras. Por ejemplo, el cribado puede comprobar si el cancer esta presente en una persona
que no se sabe ha tenido cancer con anterioridad. La evaluacién puede investigar a una persona a la que se le ha
diagnosticado un cancer para controlar la evolucién del mismo a lo largo del tiempo, estudiar la eficacia de las terapias
o determinar el pronéstico. En una realizacion, el prondstico puede expresarse como la probabilidad de que un paciente
muera de cancer, o la probabilidad de que el cancer progrese después de una duracién o tiempo especificos, o la
probabilidad de que el cancer metastatice. Deteccidon puede significar "cribado” o puede significar comprobar si alguien,
con caracteristicas indicativas de cancer (por ejemplo, sintomas u otras pruebas positivas), tiene cancer.

Un "maximo local' puede referirse a una posicién genémica (por ejemplo, un nucleétido) en la que se obtiene el mayor
valor del parametro de interés cuando se compara con las posiciones vecinas, o puede referirse al valor del parametro
de interés en dicha posicion gendmica. A modo de ejemplo, las posiciones vecinas pueden variar de 50 pb a 2000 pb.
Entre los ejemplos del parametro de interés se incluyen, pero sin limitacion, el nimero de fragmentos que terminan en
una posicién genémica, el nimero de fragmentos que se solapan con la posicion o la proporcion de fragmentos que
cubren la posicion genémica y que son mayores que un tamafio umbral. Pueden producirse muchos maximos locales
cuando el parametro de interés tiene una estructura periédica. Un maximo global es uno especifico de los maximos
locales. De manera similar, un "minimo local' puede referirse a una posicién gendémica en la que se obtiene el menor
valor del parametro de interés cuando se compara con las posiciones vecinas, o puede referirse al valor del parametro
de interés en dicha posicion genémica.

Se describen factores que afectan al patréon de fragmentacion del ADN acelular (por ejemplo, el ADN plasmatico) y
aplicaciones del analisis de los patrones de fragmentacion del ADN acelular, por ejemplo, en diagnéstico molecular.
Varias aplicaciones pueden utilizar una propiedad de un patrén de fragmentacién para determinar una contribucién
proporcional de un tipo de tejido concreto, para determinar el genotipo de un tipo de tejido concreto (por ejemplo, tejido
fetal en una muestra materna o tejido tumoral en una muestra de un paciente con cancer), y/o para identificar las
posiciones finales preferidas para un tipo de tejido concreto, que puede utilizarse para determinar la contribucién
proporcional de un tipo de tejido concreto. En algunas realizaciones, las posiciones finales preferidas para un tejido
concreto también pueden utilizarse para medir la contribucién absoluta de un tipo de tejido concreto en una muestra,
por ejemplo, en nimero de genomas por unidad de volumen (por ejemplo, por mililitro).

Los ejemplos de clasificacion de una contribucién proporcional incluyen porcentajes especificos, intervalos de
porcentajes o puede determinarse como clasificacion si la contribucién proporcional se encuentra por encima de un
porcentaje. Para determinar la clasificaciéon de una contribucion proporcional, algunas realizaciones pueden identificar
las posiciones finales preferidas correspondientes a un tipo de tejido concreto (por ejemplo, tejido fetal o tejido tumoral).
Estas posiciones finales preferidas pueden determinarse de varias maneras, por ejemplo, analizando la velocidad con
la que las moléculas de ADN acelular terminan en posiciones genémicas, comparando dichas tasas con otras muestras
(por ejemplo, que no tengan una afeccion relevante), y comparando conjuntos de posiciones genémicas con altas
frecuencias de aparicion de extremos de moléculas de ADN acelular para diferentes tejidos y/o diferentes muestras
que difieran en una afeccién. La abundancia relativa de las moléculas de ADN acelular que terminan en las posiciones
finales preferidas en relacién con las moléculas de ADN acelular que terminan en otras posiciones genémicas puede
compararse con uno o mas valores de calibracién determinados a partir de una o mas muestras biolégicas de
calibracién cuya contribucién proporcional del tipo de tejido particular se conoce. Los datos proporcionados en el
presente documento muestran una relacién positiva entre varias medidas de abundancia relativa y una contribucién
proporcional de varios tejidos en una muestra.

Para determinar la clasificacion de una contribucién proporcional, algunas realizaciones pueden utilizar una amplitud
en un patrén de fragmentacién (por ejemplo, el nimero de moléculas de ADN acelular que terminan en una posicién
genomica). Por ejemplo, pueden identificarse uno 0 mas minimos locales y uno o mas maximos locales analizando el
nimero de moléculas de ADN acelular que terminan en una pluralidad de posiciones genémicas. Un valor de
separacién (por ejemplo, una relacién) de un primer nimero de moléculas de ADN acelular en uno 0 mas maximos
locales y un segundo nimero de moléculas de ADN acelular en uno o0 mas minimos locales se muestra positivamente
relacionado con una contribucion proporcional del tipo de tejido particular.

En algunas realizaciones, se podria medir la concentracién del tejido de interés en relacion con el volumen o el peso
de las muestras de ADN acelular. Por ejemplo, la PCR cuantitativa podria utilizarse para medir el nimero de moléculas
de ADN acelular que terminan en uno o mas extremos preferidos en una unidad de volumen o de peso de la muestra
de ADN acelular extraida. Se pueden realizar mediciones similares para las muestras de calibracion y, por lo tanto, se
puede determinar la contribucién proporcional, ya que la contribucién es una concentracion por unidad de volumen o
de peso.

Para determinar el genotipo de un tipo de tejido concreto (por ejemplo, tejido fetal o tejido tumoral) en una mezcla de
ADN acelular de diferentes tipos de tejido, algunas realizaciones pueden identificar una posicion final preferida para el
tipo de tejido concreto. Para cada molécula de ADN acelular de un conjunto de moléculas de ADN acelular que termina
en la posicion final preferida, puede determinarse una base correspondiente que ocurra en la posicién final preferida.
Las bases correspondientes pueden utilizarse para determinar el genotipo en la posicion final preferida, por ejemplo,
basandose en los porcentajes de las diferentes bases observadas. En diversas implementaciones, un alto porcentaje
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de una sola base (por ejemplo, por encima del 90 %) puede indicar que el genotipo es homocigoto para esa base,
mientras que dos bases con porcentajes similares (por ejemplo, entre el 30-70 %) pueden llevar a determinar que el
genotipo es heterocigoto.

Para identificar posiciones finales preferidas, algunas realizaciones pueden comparar un maximo local para los
extremos izquierdos de las moléculas de ADN acelular con un maximo local para los extremos derechos de moléculas
de ADN acelular. Las posiciones finales preferidas pueden identificarse cuando los maximos locales correspondientes
estan suficientemente separados. Ademas, pueden compararse las cantidades de moléculas de ADN acelular que
terminan en un maximo local para el extremo izquierdo/derecho con una cantidad de moléculas de ADN acelular para
un maximo local con baja separacion, a fin de determinar una contribucién proporcional de un tipo de tejido.

En la siguiente descripcion, se presenta en primer lugar una descripciéon general de la fragmentacién y de las técnicas,
seguida de aspectos especificos de los patrones de fragmentacion y de los ejemplos de la cuantificacién de los mismos
y una descripcion adicional relacionada con la determinacién de una contribucién proporcional, la identificacién de
posiciones finales preferidas y la determinacion de un genotipo.

I. DESCRIPCION GENERAL DE LA FRAGMENTACION Y LAS TECNICAS

En la presente divulgacioén, los presentes inventores demuestran que existe un proceso de fragmentacién no aleatorio
del ADN acelular. El proceso de fragmentacion no aleatoria tiene lugar en cierta medida en varios tipos de muestras
bioldégicas que contienen ADN acelular, por ejemplo, plasma, suero, orina, saliva, liquido cefalorraquideo, liquido
pleural, liquido amniético, liquido peritoneal y liquido ascitico. EI ADN acelular se produce de forma natural en forma
de fragmentos cortos. La fragmentacion del ADN acelular se refiere al proceso por el que se escinde, se rompe 0 se
digiere en fragmentos cortos el ADN de alta masa molecular (tal como el ADN del nicleo de una célula) cuando se
generan o liberan moléculas de ADN acelular.

No todas las moléculas de ADN acelular tienen la misma longitud. Algunas moléculas son mas cortas que otras. Se
ha demostrado que el ADN acelular, tal como ADN plasmatico, es generalmente mas corto y esta menos intacto, es
decir, tiene menos probabilidades de mantenerse intacto o tiene menos integridad, dentro de los dominios de cromatina
abiertos, incluidos alrededor de los sitios de inicio de la transcripcion, y en lugares entre los nicleos nucleosémicos,
como en las posiciones de los enlaces (Straver et al., Prenat Diagn 2016, 36:614-621). Cada tejido diferente tiene su
perfil de expresidon génica caracteristico que, a su vez, esta regulado por medios que incluyen la estructura de la
cromatina y el posicionamiento nucleosémico. Por tanto, los patrones de ADN acelular con probabilidad de estar
intactos o integros en determinadas ubicaciones gendmicas, como las del ADN plasmatico, son firmas o distintivos del
origen tisular de dichas moléculas de ADN. De manera similar, cuando un proceso patolégico, por ejemplo, un cancer,
altera el perfil de expresion genética y la funcion del genoma de una célula, el perfil de probabilidad de ADN acelular
intacto procedente de las células con enfermedad seria un reflejo de esas células. El perfil de ADN acelular, por tanto,
proporcionaria pruebas de la presencia de la enfermedad o es distintivo de su presencia.

Algunas realizaciones mejoran aln mas la resolucién para estudiar el perfil de la fragmentacion del ADN acelular. En
lugar de limitarse a sumar las lecturas sobre un tramo de nucleétidos para identificar regiones con mayor o menor
probabilidad de integridad o intactas, los presentes inventores estudiaron las posiciones finales reales o terminales de
las moléculas individuales de ADN acelular, especialmente las moléculas de ADN plasmatico. Notablemente, los
presentes datos revelan que los lugares especificos donde se cortan las moléculas de ADN acelular no son aleatorios.
El ADN genémico tisular de alta masa molecular que se corta o trata con ultrasonidos in vitro muestra moléculas de
ADN con posiciones terminales dispersas aleatoriamente por todo el genoma. Sin embargo, hay ciertas posiciones
finales de las moléculas de ADN acelular que estan altamente representadas dentro de una muestra, tal como plasma.
El nimero de apariciones o representaciones de estas posiciones finales de manera estadisticamente significativa
mas alto de lo esperado por mera casualidad. Estos datos hacen que nuestra comprension de la fragmentacion del
ADN acelular se encuentre un paso mas alla de la variacion regional de la identidad (Snyder et al., Cell 2016, 164: 57-
68). En el presente documento los presentes inventores demuestran que el proceso de fragmentacion del ADN acelular
esta orquestado incluso hasta la posicién especifica del nucleétido de corte o escisién. Los presentes inventores
denominan estas posiciones no aleatorias de los extremos del ADN acelular como posiciones finales preferidas o
extremos preferidos.

En la presente divulgacion, los presentes inventores demuestran que hay posiciones finales del ADN acelular que se
dan comunmente en individuos con diferentes estados fisioldgicos o patolégicos. Por ejemplo, hay fines preferidos
comunes compartidos por mujeres embarazadas y no embarazadas, compartidos por una embarazada y un paciente
con cancer, compartidos con individuos con y sin cancer. Por otro lado, hay extremos preferidos que se dan sobre
todo en las mujeres embarazadas, solo en pacientes con cancer, o solo en mujeres embarazadas sin cancer.
Curiosamente, estos extremos especificos del embarazo o especificos del cancer o especificos de una enfermedad
también estan altamente representados en otros individuos con un estado fisioldégico o patolégico comparable. Por
ejemplo, los extremos preferidos identificados en el plasma de una mujer embarazada son detectables en el plasma
de otras mujeres embarazadas. Ademas, la cantidad de una proporcion de dichos extremos preferidos se correlaciona
con la fraccion de ADN fetal en el plasma de otras mujeres embarazadas. Dichas terminaciones preferidas estan de
hecho asociadas al embarazo o al feto porque sus cantidades se reducen sustancialmente en las muestras de plasma
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materno posteriores al parto. De manera similar, en el cancer, los extremos preferidos identificados en el plasma de
un paciente con cancer son detectables en el plasma de otro paciente con cancer. Ademas, la cantidad de una
proporcion de dichos extremos preferidos se correlaciona con la fraccion de ADN tumoral en el plasma de otros
pacientes con cancer. Estas terminaciones preferidas se asocian al cancer porque sus cantidades se reducen tras el
tratamiento del mismo, por ejemplo, la reseccién quirdrgica.

Existen varias aplicaciones o utilidades para el analisis de los extremos preferidos del ADN acelular. Estas podrian
proporcionar informacion sobre la fraccién de ADN fetal en el embarazo y, por tanto, sobre la salud del feto. Por
ejemplo, se ha informado de que una serie de trastornos asociados al embarazo, como la preeclampsia, el parto
prematuro, la restriccion del crecimiento intrauterino (RCIU), las aneuploidias cromosémicas fetales y otros, se asocian
a alteraciones en la concentracion fraccional de ADN fetal, a saber, la fraccién de ADN fetal, o fraccién fetal, en
comparaciéon con embarazos de control emparejados segun la edad gestacional. Los extremos preferidos del ADN
acelular plasmatico asociados al cancer revelan la fraccidon de ADN tumoral o la concentracién fraccional en una
muestra de plasma. Conocer la fraccién de ADN del tumor proporciona informacién sobre el estadio del cancer, su
prondstico y ayuda a controlar la eficacia del tratamiento o la recurrencia del cancer. El perfil de los extremos preferidos
del ADN acelular también revelaria la composicion de los tejidos que aportan ADN a la muestra bioldgica que contiene
ADN acelular, por ejemplo, el plasma. Por tanto, se podria identificar el origen tisular del cancer u otras patologias,
por ejemplo, accidentes cerebrovasculares (es decir, apoplejia), manifestaciones organicas del lupus eritematoso
sistémico.

Se puede identificar un catalogo de extremos preferidos relevantes para determinados estados fisiologicos o
patolégicos comparando los perfiles de ADN acelular de los extremos preferidos entre individuos con diferentes
estados fisiolégicos o patolégicos, por ejemplo, las muestras de no embarazadas comparadas con las de
embarazadas, muestras de cancer en comparacion con no cancerosas, o el perfil de la mujer embarazada sin cancer
en comparacion con el perfil de las pacientes con cancer no embarazadas. Otra estrategia consiste en comparar los
perfiles de ADN acelular de extremos preferidos en diferentes momentos de un proceso fisiolégico (por ejemplo, el
embarazo) o patolodgico (por ejemplo, el cancer). Algunos ejemplos de estos momentos son antes y después del
embarazo, antes y después del parto de un feto, muestras recogidas en diferentes edades gestacionales durante el
embarazo, antes y después del tratamiento del cancer (por ejemplo, terapia dirigida, inmunoterapia, quimioterapia,
cirugia), diferentes momentos tras el diagnéstico de cancer, antes y después de la progresion del cancer, antes y
después del desarrollo de la metastasis, antes y después del aumento de la gravedad de la enfermedad, o antes y
después del desarrollo de complicaciones.

Ademas, los extremos preferidos podrian identificarse utilizando marcadores genéticos que son relevantes para un
tejido particular. Por ejemplo, las moléculas de ADN acelular que contienen un alelo SNP especifico del feto serian
Utiles para identificar los extremos preferidos especificos del feto en una muestra como el plasma materno. Por el
contrario, las moléculas de ADN plasmatico que contienen un alelo SNP especifico de la madre serian dtiles para
identificar los extremos preferidos por la madre en el plasma materno. Las moléculas de ADN plasmatico que contienen
una mutacién especifica del tumor podrian utilizarse para identificar los extremos preferidos asociados al cancer. Las
moléculas de ADN plasmatico que contienen un alelo SNP especifico del donante o del receptor en el contexto del
trasplante de 6rganos son Utiles para identificar los extremos preferidos del 6rgano trasplantado o no trasplantado. Por
ejemplo, los alelos SNP especificos del donante serian UGtiles para identificar las terminaciones preferidas
representativas del 6rgano trasplantado.

Un extremo preferido puede considerarse relevante para un estado fisioldégico o patolégico cuando tiene una alta
probabilidad o posibilidad de ser detectado en ese estado fisiolégico o patolégico. En otras realizaciones, con una
determinada probabilidad es mas probable detectar un extremo preferido en el estado fisiologico o patologico relevante
que en otros estados. Dado que la probabilidad de detectar un extremo preferido en un estado fisiologico o patolégico
relevante es mayor, dichos extremos preferidos o recurrentes (o posiciones finales) se verian en mas de un individuo
con ese mismo estado fisiolégico o patologico. La alta probabilidad también haria que esos extremos preferidos o
recurrentes fueran detectables muchas veces en la misma muestra de ADN acelular o en la alicuota del mismo
individuo. En algunas realizaciones, se puede establecer un umbral cuantitativo para limitar la inclusién de los extremos
que se detecten al menos un numero determinado de veces (por ejemplo, 5, 10, 15, 20, etc.) dentro de la misma
muestra o de la misma alicuota de muestra para ser considerado como un extremo preferente.

Tras establecer un catalogo de extremos preferidos de ADN acelular para cualquier estado fisiolégico o patolégico,
podrian utilizarse métodos dirigidos o no dirigidos para detectar su presencia en muestras de ADN acelular, por
ejemplo, el plasma, u otros individuos para determinar una clasificacion de los otros individuos analizados que tienen
un estado de salud, fisiologico o patologico similar. Los extremos preferidos del ADN acelular podrian detectarse
mediante secuenciacién no aleatoria no dirigida. Deberia tenerse en cuenta la profundidad de la secuenciacion, de
modo que se logre una probabilidad razonable de identificar la totalidad o una porcién de los extremos preferidos
relevantes. Como alternativa, la captura por hibridacién de locus con alta densidad de extremos preferidos podria
llevarse a cabo en las muestras de ADN acelular para enriquecer la muestra con moléculas de ADN acelular con
dichos extremos preferidos tras, pero sin limitacion, la deteccién por secuenciacién, micromatriz, o PCR. No obstante,
como alternativa, podrian utilizarse estrategias basadas en la amplificacion para amplificar y enriquecer
especificamente las moléculas de ADN acelular con los extremos preferidos, por ejemplo, PCR inversa, amplificacién
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en circulo rodante. Los productos de amplificacién podrian identificarse mediante secuenciacion, micromatriz, sondas
fluorescentes, electroforesis en gel y otras estrategias convencionales conocidas por los expertos en la materia.

En la practica, una posicion final puede ser la coordenada genomica o la identidad de los nucleétidos de la base mas
externa de un extremo de una molécula de ADN acelular que se detecta o determina mediante un método analitico,
como, por ejemplo, secuenciacion paralela masiva o secuenciacion de ultima generacién, secuenciacion de molécula
Unica, protocolos de preparacién de bibliotecas de secuenciacién de ADN monocatenario o bicatenario, PCR, otros
métodos enzimaticos para la amplificacién del ADN (por ejemplo, la amplificaciéon isotérmica) o micromatriz. Estas
técnicas /n vitro pueden alterar los extremos auténticos in vivo de las moléculas de ADN acelulares. Por tanto, cada
extremo detectable puede representar el extremo bioclégicamente verdadero o el extremo es uno 0 mas nucleétidos
hacia el interior o uno o mas nucleétidos extendidos desde el extremo original de la molécula. Por ejemplo, el fragmento
Klenow se utiliza para crear moléculas de ADN bicatenario con extremos romos durante la construccion de bibliotecas
de secuenciacion de ADN mediante el despunte de los salientes 5' y el relleno de los salientes 3'. Aunque estos
procedimientos pueden revelar una posicion final del ADN acelular que no es idéntica al final biolégico, todavia podria
determinarse la relevancia clinica. Esto se debe a que la identificacion de los preferidos que son relevantes o estan
asociados a un estado fisiologico o patolégico concreto podria basarse en los mismos protocolos de laboratorio o
principios metodoloégicos que darian lugar a alteraciones consistentes y reproducibles de los extremos del ADN
acelular tanto en las muestras de calibracién como en las de prueba. Varios protocolos de secuenciaciéon de ADN
utilizan bibliotecas de ADN monocatenario (Snyder et al., Cell 2016, 164: 57-68). Los extremos de las lecturas de
secuencia de bibliotecas monocatenarias pueden encontrase mas hacia el interior o extenderse mas alla que los
extremos de las bibliotecas de ADN bicatenario.

La identidad genémica o la coordenada genémica de la posicion final podria derivarse de los resultados de la alineacién
de las lecturas de la secuencia con un genoma humano de referencia, por ejemplo, hg19. Podria derivarse de un
catalogo de indices o codigos que representan las coordenadas originales del genoma humano. Mientras que un
extremo es el nucle6tido en uno o0 ambos extremos de una molécula de ADN acelular, la deteccion del extremo podria
hacerse mediante el reconocimiento de otro nucleétido u otros tramos de nucleétidos en la molécula de ADN
plasmatico. Por ejemplo, la amplificacion positiva de una molécula de ADN plasmatica con un extremo preferido se
detecta mediante una sonda fluorescente que se une a las bases intermedias del amplicén. Por ejemplo, un extremo
podria identificarse mediante la hibridaciéon positiva de una sonda fluorescente que se une a algunas bases en una
seccidn intermedia de una molécula de ADN plasmatico, donde se conoce el tamafio del fragmento. De este modo, se
podria determinar la identidad genémica o la coordenada gendémica de un extremo calculando cuantas bases son
externas a la sonda fluorescente con secuencia e identidad genémica conocidas. En otras palabras, podria
identificarse o detectarse un extremo mediante la deteccion de otras bases en la misma molécula de ADN plasmatico.
Un extremo podria ser una posicion o identidad de nucleétidos en una molécula de ADN acelular que se lee mediante,
pero sin limitacion, sondas especificas para la diana, minisecuenciacion y amplificacién del ADN.

Il. PATRONES DE FRAGMENTACION DEL ADN PLASMATICO

Para el andlisis del patron de fragmentacion del ADN plasmatico materno, los presentes inventores secuenciaron el
ADN plasmatico de una mujer embarazada reclutada en el Departamento de Obstetricia y Ginecologia a una edad
gestacional de 12 semanas (Lo et al. Sci Transl Med 2010; 2(61):61ra91). El ADN plasmatico obtenido de la madre se
sometié a una secuenciacién masiva en paralelo utilizando la plataforma lllumina Genome Analyzer. Podrian utilizarse
otros secuenciadores para secuenciacion masiva en paralelo o de una sola molécula. Se realiz6 la secuenciacion
paired-end de las moléculas de ADN plasmatico. Se secuenciaron 50 pb de cada uno de los extremos de la molécula,
obteniéndose de este modo un total de 100 pb por molécula. Los dos extremos de cada secuencia se alinearon con
el genoma humano de referencia (Hg18 NCBI.36) utilizando el programa SOAP2 (Li R et al., Bioinformatics 2009,
25:1966-7). También se extrajo el ADN de las muestras de la capa leucocitaria del padre y de la madre, asi como de
la muestra del CVS. Estas muestras de ADN se genotiparon utilizando el sistema Affymetrix Genome-Wide Human
SNP Array 6.0.

A. Efemplo de cuantificacion de la fragmentacion

A fin de reflejar los patrones de fragmentacion, la probabilidad de intacto (P1) puede determinarse para cada nucleétido
del genoma basandose en los resultados de la secuenciacion del ADN plasmatico materno.

N,
P==
Np

donde N: es el numero de lecturas secuenciadas de longitud completa que abarcan al menos z nucleétidos (nt) a
ambos extremos (5' y 3') del nucleétido diana; y Nt es el nimero total de lecturas secuenciadas que abarcan el
nucleétido diana.

El valor de P puede reflejar la probabilidad de tener una molécula de ADN intacta centrada en una posicién concreta

con una longitud del doble del valor de z mas 1 (2z + 1). Cuanto mayor sea el valor de la probabilidad de intacto (P,
menos probable es que el ADN plasmatico se fragmente en la posicién del nucleodtido concreto. A fin de ilustrar esto,
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la definicién de la probabilidad de intacto se ilustra en la FIG. 1.

La FIG. 1 muestra un ejemplo ilustrativo para la definicidon de la probabilidad de intacto (Pi1). T es la posicion del
nucleétido diana para el que se calcula la Pi. A y B son dos posiciones a z nucleétidos (nt) cadena arriba (5') y z nt
cadena abajo (3') de T, respectivamente. Las lineas negras marcadas de la a a la j representan fragmentos de ADN
plasmatico secuenciado a partir del plasma materno. Los fragmentos a a d abarcan las tres posiciones A, By T. Por
tanto, el nimero de fragmentos que cubren al menos z nt a ambos lados (5' y 3') del nucleétido diana (N:z) es 4.
Ademas, los fragmentos e, f y g también abarcan la posicién T, pero no cubren las dos posiciones A y B. Por tanto,
hay un total de 7 fragmentos que abarcan la posicién T (N1=7). Los fragmentos h y j abarcan A o B, pero no T. Estos
fragmentos no se cuentan en Nz o Nr1. Por consiguiente, |a Pi en este ejemplo concreto es de 4/7 (57 %).

En una realizacién, La P puede calcularse utilizando 25 como valor de z. Por tanto, los fragmentos de ADN plasmatico
intactos se definirian como fragmentos que cubren al menos 25 nt cadena arriba de la posicién diana hasta 25 nt
cadena abajo de la posicion diana. En otras realizaciones, pueden utilizarse otros valores de z, por ejemplo, pero sin
limitacion, 10, 15, 20, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75 y 80.

La Pi es un ejemplo de abundancia relativa de moléculas de ADN acelular que terminan en una ventana de posiciones
genomicas. Pueden utilizarse otras métricas, por ejemplo, el valor reciproco de la P, que tendria una relacién opuesta
con la probabilidad de tener una molécula de ADN intacta. Un valor mas alto del valor reciproco de la P indicaria una
mayor probabilidad de ser una posicién final o una ventana final. Otros ejemplos son un valor de p para un nimero
medido de fragmentos de ADN finales frente a un nimero esperado de fragmentos de ADN finales, una proporcion de
fragmentos de ADN terminados de entre todos los fragmentos de ADN alineados, o una proporcién de terminacion
final preferida (PETR), todos los cuales se describen con mas detalle a continuacion. Todas estas métricas de una
abundancia relativa miden una tasa en la que los fragmentos de ADN acelular terminan dentro de una ventana, por
ejemplo, con una amplitud de 2z+1, donde z puede ser cero, por lo que la ventana es equivalente a una posicién
gendmica.

B. Periodicidad del patréon de fragmentacion

Ciertas regiones del genoma son propensas a una mayor tasa (frecuencia) de rotura de una regidon cromosémica en
un tejido concreto y, por tanto, tienen una mayor tasa de fragmentos de ADN acelular que terminan dentro de una
ventana en la region. Un grafico de la abundancia relativa muestra un patrén de fragmentacion, que puede tener una
estructura periddica. La estructura periodica muestra las posiciones de finalizacion maxima (escision alta) y las
posiciones de finalizacién minima (escision baja). Cuando se utiliza la Pi, un valor maximo corresponde a una ventana
de baja escisién, dado que la P1 mide una probabilidad de intacta en contraposicién a una probabilidad de escisién
(probabilidad de posicién final), que tienen una relacién inversa entre si.

Las FIG. 2A y 2B muestran la variacion de la P a lo largo de un segmento del cromosoma 6 utilizando 25 como valor
de z, de acuerdo con las realizaciones de la presente invencion. En la figura 2A, la variacién de la P| se presenta en
diferentes intensidades de gris como se muestra en la clave a la izquierda. En la FIG. 2B, la variacién de la P se
visualiza en un segmento mas corto. El eje x es la coordenada gendémica en nucledtidos (nt) y el eje y es la Pi. La
variacion de la P tiene una periodicidad aparente de unos 180 pb.

C. Variacion sincrénica de la P para el ADN materno y fetal en el plasma materno

Mientras que la P varia a lo largo del genoma con una periodicidad de aproximadamente 180 pb, los presentes
inventores investigaron ademas si la variacién en la P seria sincronica para las moléculas de ADN plasmaticas
derivadas del feto y de la madre. La variacion sincrénica significa que los picos (maximos) y los valles (minimos) de la
Pl se producen en las mismas posiciones relativas de los nucledtidos en todo el genoma o en una proporcién
suficientemente alta del mismo. El umbral para definir la proporcién suficientemente alta puede ajustarse para
aplicaciones especificas, por ejemplo, pero sin limitacion, >20 %, >25 %, >30 %, >35 %, >40 %, >45 %, >50 %, >55 %,
>60 %, >65 %, >70 %, >75 %, >80 %, >85 %, >90 % y >95 %. Las dos figuras que aparecen a continuacién (FIG. 3y
FIG. 4) muestran dos posibles relaciones entre las variaciones de la Pi para el ADN de origen materno y fetal en el
plasma materno.

La FIG. 3 muestra la ilustracion de la variacion sincronica de la Py para el ADN de origen materno y fetal en el plasma
materno. Los picos y valles de la Pi se producen en las mismas posiciones relativas para el ADN materno y fetal en
todo el genoma o en la mayor parte del mismo. Si hubiera una variacién sincronica en una region, el ADN procedente
del feto y el procedente de la madre tendrian el mismo patrén de fragmentacion, dificultando por tanto el uso de la
periodicidad de un patrén de fragmentacién en la region como firma de uno de los tipos de tejido.

La FIG. 4 muestra una ilustraciéon de la variacién asincrénica de la P para el ADN de origen materno y fetal en el
plasma materno. Los picos y valles de la Pi para el ADN materno y fetal no tienen una relacién relativa constante en
todo el genoma. En la regién |, los picos de la P1 del ADN materno coinciden con el pico del ADN fetal. En la regién I,
los picos de la Pi para el ADN materno coinciden con el valle para el ADN fetal. En las regiones Il y IV, los picos de la
P: del ADN materno se encuentran entre los picos y las depresiones del ADN fetal. Si la variacién no fue sincrénica,
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dicha diferencia en los patrones de fragmentacion fetal y maternos podria utilizarse como firma para identificar el ADN
que probablemente proceda del feto o de la madre. Ademas, dicha diferencia puede utilizarse para determinar una
contribucion proporcional del tejido fetal o materno, como se describe con mas detalle a continuacion. Por ejemplo, es
mas probable que los fragmentos de ADN que terminan en uno de los picos de la regién Il sean ADN fetal, y la
abundancia relativa de fragmentos de ADN que terminan en dicho pico en comparaciéon con otras posiciones
genomicas aumentaria con el incremento de la fraccion de ADN fetal.

La FIG. 5 es un diagrama de flujo 500 que muestra un analisis sobre si las moléculas de ADN materno y fetal son
sincroénicas en la variacion de la Pi. El analisis 500 investiga si la variacion de la P es sincronica entre el ADN materno
y el fetal en el plasma materno. El analisis 500 puede utilizar un sistema informatico. Aunque el analisis 500 se realiz6
mediante secuenciacion, como se ha descrito anteriormente, pueden utilizarse otras técnicas, por ejemplo, como se
describe en el presente documento.

En el bloque 510, el analisis 500 identifica los SNP en los que la mujer embarazada es homocigota (AA) y el feto es
heterocigoto (AB). Estos SNP se denominan SNP informativos. El alelo B es el alelo especifico del feto. Estos SNP
informativos pueden identificarse analizando una muestra que sea Unica o predominantemente de origen materno. Por
ejemplo, se puede utilizar la capa leucocitaria de una muestra de sangre, ya que los glébulos blancos serian
predominantemente de la madre. Las posiciones genémicas en las que solo aparece un nucledtido (o un alto
porcentaje de un nucleétido, por ejemplo, por encima del 80 %, que puede depender de la fraccién de ADN fetal)
pueden identificarse como homocigoéticas en la madre. El plasma puede analizarse para identificar posiciones
homocigotas en la madre cuando se identifique un porcentaje suficiente de fragmentos de ADN que tengan otro alelo
identificado.

En el bloque 520, se identificaron las moléculas de ADN plasmatico que tenian el alelo B especifico del feto. Estas
moléculas de ADN pueden identificarse como correspondientes a tejido fetal como resultado de la identificacion del
alelo B.

En el bloque 530, se determin6 el valor de la Pi para el ADN acelular en el plasma materno. Estos valores de P
incluyen el ADN fetal y el materno. El valor de la P para una posicion genémica determinada se obtuvo analizando las
lecturas de la secuencia alineadas a esa posicién gendémica de un genoma de referencia.

En el bloque 540, los picos de Pi se determinaron analizando la salida del bloque 530. Los picos pueden identificarse
de varias maneras, y cada pico puede restringirse a una sola posicién genémica o permitirse que corresponda a mas
de una posicion gendémica. Los presentes inventores observaron que la Py varia a lo largo de todo el genoma para el
ADN mayoritariamente procedente de la madre en el plasma materno con un patrén de tipo sinusoide con una
periodicidad de aproximadamente 180 pb.

En el bloque 550, se determiné la distancia entre los SNP informativos y la P1 mas cercana (bloque 540) para el total
del plasma materno. Los presentes inventores identificaron la posicion del SNP en relacion con el pico mas cercano
de la variacion de la Py para el ADN total del plasma procedente predominantemente de la propia mujer embarazada.

En el bloque 560, todos los fragmentos de ADN derivados del feto se agregaron. Todos los fragmentos de ADN
plasmatico detectados que portaban un alelo especifico del feto se agregaron para el calculo de la P del ADN
procedente del feto. A continuacion, se calculé la Py para los fragmentos de ADN agregados procedentes del feto con
referencia a la posicién del pico de la PI mas cercana para el ADN total del plasma materno. El calculo de la P para el
ADN procedente del feto se realizé de forma similar al calculo de la P para el ADN total del plasma materno.

En el bloque 570, se determiné una variacién de la P para los fragmentos de ADN procedentes del feto en relacién
con los picos de la Pi para el ADN total del plasma materno. La variacién se muestra en la FIG. 6.

La FIG. 6 muestra un analisis de dos muestras de plasma materno (824 y S26) para la variacion de la P para los
fragmentos de ADN procedentes del feto (rojo/gris) y total (azul/negro) en las muestras de plasma materno. El eje
vertical muestra la Pi como porcentaje. El eje horizontal muestra la distancia en pares de bases (pb) entre el SNP
informativo y el pico mas cercano en la P.

Los valores totales incluyen las contribuciones del ADN fetal y materno. Los valores totales se agregan a lo largo de
todos los picos de Pi. Como puede observarse, cuanto mas cerca esté el SNP del pico de la Pi, mayor sera el valor de
la Pi. De hecho, para los fragmentos de ADN procedentes del feto, el pico de la Pi se situé aproximadamente en la
posicion 0. Por tanto, la Pi alcanz6 su punto maximo aproximadamente en la misma posicién para los fragmentos de
ADN procedentes de la madre y del feto. A partir de estos datos, los presentes inventores llegaron a la conclusion de
que las variaciones de la P\ para el ADN de origen materno y fetal son sincrénicas.

Aunque los patrones de fragmentacion parecen ser sincronicos, la descripcién a continuacion muestra que se pueden
utilizar otras propiedades ademas de la periodicidad para distinguir los patrones de fragmentacion, permitiendo asi
determinar una firma para un tipo de tejido concreto. Por ejemplo, se ha observado una diferencia en la amplitud de
los picos y los valles para ciertas regiones genémicas, permitiendo asi que ciertas posiciones dentro de esas regiones
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se utilicen para determinar un patron de fragmentacion especifico del tejido.
D. Factores que afectan a la variacion de los patrones de fragmentacion del ADN plasmatico

En estudios previos, se demostrd que la fragmentacién del ADN plasmatico no era aleatoria cerca del TSS (Fan et al.
PNAS 2008;105:16266-71). La probabilidad de que cualquier ADN plasmatico termine en un nucleétido especifico
variaria con la distancia al TSS con una periodicidad de aproximadamente el tamafio de los nucleosomas. En general,
se cree que este patron de fragmentacion es consecuencia de la degradacion apoptotica del ADN. Por consiguiente,
el tamafio del ADN plasmatico se asemeja generalmente al tamafio del ADN asociado a un complejo de histonas.

En estudios previos, también se demostro que el tamario del ADN plasmatico se asemeja generalmente al tamafio del
ADN asociado a un nucleosoma (Lo et al. Sci Transl Med 2010; 2(61):61ra91). Se cree que el ADN plasmatico se
genera mediante la degradacién apoptoética del ADN celular (ADN nuclear y ADN mitocondrial). Este punto de vista se
ve respaldado por la ausencia de este patrén nucleosémico en el ADN mitocondrial circulante, ya que el ADN
mitocondrial no se asocia con las histonas en las células. Aunque se demostré que la posicién de los nucleotidos en
la que termina un fragmento de ADN plasmatico no es aleatoria cerca de los sitios de inicio de la transcripcion (Fan et
al. PNAS 2008;105:16266-71), el mecanismo exacto que rige los patrones de fragmentacion del ADN plasmatico aun
no esta claro.

Recientemente, se ha demostrado ademas que el tamafio del ADN plasmatico seria diferente en regiones con
diferentes contextos de secuencia (Chandrananda et a/. BMC Med Genomics 2015;8:29). Estos Ultimos datos también
apoyan la hipotesis anterior de que es mas probable que los fragmentos de ADN acelular comiencen y terminen en
las regiones enlazadoras de los nucleosomas, en lugar de en los centros nucleosomicos. Estos resultados son
coherentes con nuestro hallazgo de la variacion de nucleétido a nucleétido en la probabilidad de intacto, tal y como se
ha analizado en las secciones anteriores. En este punto, planteamos ademas la hipétesis de que la amplitud de la
variacion de la probabilidad de intacto variaria en las diferentes regiones gendémicas. Esta variacion de region a regién
en la variabilidad de la fragmentacién no se ha explorado ni cuantificado adecuadamente en ningun estudio anterior.
Las siguientes figuras ilustran el concepto de variacion local y regional de la Pi.

La FIG. 7 muestra una ilustracion de la amplitud de la variacién de la Pi. En las secciones anteriores, los presentes
inventores han demostrado que existe un patron de variacién de tipo sinusoidal en la P en un tramo corto de ADN.
Aqui analizamos ademas la amplitud de la variacién en regiones genémicas mas amplias. La amplitud de la variacién
se refiere a la diferencia de la Pi entre el pico mas alto y la variacidon mas baja de la Py en una regién concreta con un
tamafio determinado. En una realizacién, el tamafio de una region concreta puede ser de 1000 pb. En otras
realizaciones, pueden utilizarse otros tamafios, por ejemplo, pero sin limitacién, 600 pb, 800 pb, 1500 pb, 2000 pb,
3000 pb, 5000 pb y 10000 pb.

Como se muestra en la FIG. 7, la amplitud de la regién 1 es mayor que la de la region 2. Este comportamiento se
observa en los datos a continuacién. Si dichas apariciones de altas amplitudes se dan en diferentes regiones
genomicas para diferentes tejidos, puede utilizarse una medicién de la amplitud para determinar una contribucion
proporcional de un tipo de tejido cuando se analiza una regién en la que la amplitud difiere entre los tipos de tejido.
Por ejemplo, si la amplitud es diferente para los distintos tipos de tejidos, la contribucion proporcional variaria
proporcionalmente con una cantidad creciente de ADN de un tipo de tejido concreto (por ejemplo, tejido fetal o tejido
tumoral). Por consiguiente, una medida de la amplitud corresponderia a una contribucién proporcional particular. Las
realizaciones pueden utilizar datos de calibracion de muestras en las que la contribucién proporcional se mide
mediante otra técnica (por ejemplo, mediante el andlisis de alelos, firmas de metilaciéon, grado de
amplificacién/delecién) como se describen en las publicaciones de patentes estadounidenses n.? 2009/0087847,
2011/0276277, 2011/0105353, 2013/0237431 y 2014/0100121.

En nuestros datos de secuenciacién, observamos que la amplitud de la variacion de la Py variaba en diferentes regiones
gendmicas. La hipotesis de los presentes inventores es que la amplitud de la variacion de la P, esta relacionada con
la accesibilidad de la cromatina a la degradacion durante la apoptosis. Por tanto, los presentes inventores investigaron
la posible relaciéon entre la amplitud de la variacion y los sitios de hipersensibilidad a DNasas en el genoma. En un
estudio anterior, se observo que el patron de fragmentacion del ADN plasmatico se ve afectado por su posicion relativa
respecto al TSS. En el este analisis, los presentes inventores investigaron la importancia relativa de los sitios de
hipersensibilidad al TSS y a DNasas en el efecto de los patrones de fragmentacién del ADN plasmatico. Se pueden
utilizar otros lugares en los que la amplitud se corresponda con el tejido analizado. Un ejemplo de este tipo de sitios
es el que se identifica mediante el ensayo de cromatina accesible por transposasa con secuenciacion de alto
rendimiento (ATAC-Seq) (Buenrostro et al. Nat Methods 2013; 10: 1213-1218). Otro ejemplo de este tipo de sitios es
el que se identifica con la nucleasa de micrococos (MNasa).

Los presentes inventores compararon la amplitud de la variacién de la Py en dos tipos de regiones genoémicas:

i. Regiones que son TSS pero no sitios de hipersensibilidad a DNasas; y
ii. Regiones que son sitios de hipersensibilidad a DNasas pero no TSS.
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Las coordenadas del TSS y de los sitios de hipersensibilidad a DNasas se recuperaron de la base de datos ENCODE
(genome.ucsc.edu/ENCODE/downloads.html).

Los patrones de P alrededor de los sitios de TSS y DNasa | se perfilaron utilizando la siguiente estrategia.

1)} Se recuperaron las regiones a 2 kb cadena arriba y cadena abajo alrededor de los sitios de referencia
seleccionados.

2) A continuacién, se reescalaron las coordenadas genémicas absolutas en funcién de la distancia a un sitio de
referencia. Por ejemplo, si una ventana particular con 60 pb de tamafio esta a 50 pb de un sitio de referencia en
direccién cadena arriba, se marcara como -50. De lo contrario, si una ventana particular con 60 pb de tamario esta
a 50 pb del sitio de referencia en direccién cadena abajo, se marcara como +50.

3) El valor de P/ en una ventana concreta con las mismas coordenadas nuevas reescaladas se recalculara
utilizando el recuento de fragmentos intactos y de todos los fragmentos que se solapen con dicha ventana.

La FIG. 8A muestra los patrones de variacion de la Py en regiones que son sitios de hipersensibilidad a DNasa, pero
no TSS. La FIG. 8B muestra patrones de variacion de la P en regiones que son TSS, pero no sitios de hipersensibilidad
a DNasa. Como se muestra, la amplitud de la variacién es mucho mayor en las regiones que son sitios de
hipersensibilidad a DNasas, pero no TSS, que las que son TSS, pero no sitios de hipersensibilidad a DNasas. Estas
observaciones sugieren que un factor que influye en el patron de fragmentacion del ADN plasmatico es la posicion
relativa de una regién sometida a fragmentacion a los sitios de hipersensibilidad a DNasas.

lll. USO DE PICOS Y VALLES PARA DETERMINAR LA PROPORCION DE TEJIDO

Habiendo demostrado que la posicion relativa a los sitios de hipersensibilidad a DNasas es un factor importante que
rige el patron de fragmentacion del ADN plasmatico, los presentes inventores investigaron si esta observacion puede
traducirse en aplicaciones clinicas. Se ha observado que los perfiles de los sitios de hipersensibilidad a DNasas son
diferentes en los distintos tipos de tejidos. Los perfiles corresponden a las localizaciones genémicas de los sitios; las
localizaciones de los sitios de hipersensibilidad a DNasas son diferentes para los distintos tejidos. Por tanto,
razonamos que el ADN plasmatico liberado de diferentes tipos de tejidos mostraria patrones de fragmentacion
especificos de los tejidos. De manera similar, pueden usarse otras regiones donde la amplitud de una region varia de
un tejido a otro.

A. Ejemplo de sitios de hipersensibilidad a DNasas

La FIG. 9 muestra una ilustracién del principio para la medicién de la proporcion de ADN liberado de diferentes tejidos.
El ADN plasmatico derivado del tejido A tiene una menor probabilidad de fragmentarse en las posiciones de nucleétidos
con alta P (picos, indicados por P). Por consiguiente, los extremos del ADN plasmatico derivado del tejido A tiene una
menor probabilidad de estar localizados en estas posiciones de nucleétidos. Por el contrario, los extremos del ADN
plasmatico derivado del tejido A tienen una mayor probabilidad de estar localizados en posiciones de nucleétidos con
baja P (valles, indicados por T). Por otro lado, ya que este sitio no es un sitio de hipersensibilidad a DNasas para el
tejido B, la amplitud de la variaciéon de P es baja para el ADN plasmatico derivado del tejido B. Por lo tanto, la
probabilidad de que el ADN plasmatico del tejido B termine en las posiciones P y T seria similar, al menos en relacién
con la cantidad de variacién observada para el tejido A.

Los presentes inventores definieron la proporcion de extremos de fragmentos en las regiones que son sitios de
hipersensibilidad a DNasas del tejido A (FRA) como sigue:

M
FRA—NP

donde Nt es el nimero de fragmentos de ADN plasmatico que terminan en posiciones de nucleétidos de los valles de
P1y Np es el nimero de fragmentos de ADN plasmatico que terminan en posiciones de nucleétidos de los picos de P1.
El FRA es un ejemplo de un valor de separacién, y mas concretamente un ejemplo de la abundancia relativa de los
fragmentos de ADN que terminan en el valle con respecto a los que terminan en el pico. En otras realizaciones, se
pueden determinar las relaciones separadas de los valles (minimo local) y los picos (maximo local) vecinos, y se puede
determinar una media de las relaciones separadas.

Para el tejido A, FRA seria mayor que 1 dado que Nt seria mayor que Np. Para el tejido B, FRA seria aproximadamente
1 dado que Nty Np serian similares. Por consiguiente, en una mezcla que contenga el ADN plasmatico derivado de
los tejidos A y B, el valor de FRA tendria una correlacién positiva con la contribucioén proporcional del tejido A. En la
practica, FRA para el tejido B no es necesariamente 1. Siempre que FRA del tejido B sea diferente de FRA del tejido
A, la contribucién proporcional de los dos tipos de tejidos puede determinarse a partir de FRA.

En dichas regiones, la alta variacion en la probabilidad de que los fragmentos de ADN terminen en los valles dara
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lugar a un mayor nimero de fragmentos de ADN que terminen en dichas posiciones que en los puntos maximos (tenga
en cuenta que, para diferentes valores de abundancia relativa definidos, puede darse una mayor probabilidad para los
picos). Cuando mas fragmentos de ADN son del tipo de tejido A, mayor sera la diferencia en el nimero de fragmentos
de ADN que terminan en los valles y en los picos. Por tanto, a medida que aumenta la contribucién proporcional del
tejido A, mayor sera la separacién entre el nimero de fragmentos de ADN que terminan en un valle y el nimero de
fragmentos de ADN que terminan en un pico. Este valor de separacion corresponde a la alta amplitud en la funcion de
verosimilitud mostrada en la FIG. 9 para el tejido A.

B. Relacion entre la abundancia relativa y la contribucion proporcional

La FIG. 10 muestra la relacién entre la FRA y la contribuciéon proporcional del tejido A al ADN en una mezcla
determinada mediante el analisis de dos 0 mas muestras de calibracién con concentraciones proporcionales conocidas
de ADN del tejido A. En el ejemplo mostrado, se analizan dos muestras con contribucion proporcional de tejido A de
X1y Xo. Los valores FRA de las dos muestras se determinaron como y1 € yz, respectivamente. La relacion entre FRA
y la contribucién proporcional de A puede determinarse a partir de los valores de x1, X2, y1 € ya.

Los valores y1 e y2 son ejemplos de valores de calibracion. Los puntos de datos (x1,y1) ¥ (x2,y2) son ejemplos de puntos
de datos de calibracién. Los puntos de datos de calibracion pueden ajustarse a una funcién para obtener una curva
de calibracién 1010, que puede ser lineal. Cuando se mide un nuevo FRA (u otro valor de abundancia relativa) para
una nueva muestra, el nuevo FRA puede compararse con al menos uno de los valores de calibracion para determinar
una clasificacion de la contribucién proporcional de la nueva muestra. La comparacién con el valor de calibracion
puede hacerse de varias maneras. Por ejemplo, la curva de calibracién puede utilizarse para encontrar la contribucién
proporcional x correspondiente a la nueva FRA. Como otro ejemplo, el nuevo FRA puede compararse con el valor de
calibracién y1 de un primer punto de datos de calibracién para determinar si la nueva muestra como contribucién
proporcional es mayor 0 menor que Xi.

En otras realizaciones, una mezcla que contenga mas de dos tipos de tejidos puede analizarse de forma similar para
la contribucién proporcional de los tejidos A siempre que FRA de los demas tejidos sea relativamente constante. Estos
métodos son Utiles en la practica para el analisis de diferentes escenarios clinicos, por ejemplo, pero sin limitacion,
para la deteccién del cancer, el seguimiento de trasplantes, el seguimiento de traumatismos, el diagnéstico de
infecciones y prenatal.

En una realizacion, se puede determinar la concentracion fraccional del tejido afectado en el plasma de un paciente
con cancer. Por ejemplo, en un paciente con cancer hepatico, la contribucion fraccional del ADN hepatico puede
determinarse mediante el analisis de las regiones de cromatina abierta especificas del higado, por ejemplo, sitios de
hipersensibilidad a DNasas. En una realizacién, esto se puede hacer usando DNasa-Seq (Boyle et al. Cell 2008; 132:
311-322; Madrigal et al. Front Genet 2012; 16: 123-131). En otra realizacién, esto puede realizarse mediante el
Aislamiento de Elementos Reguladores Asistido por Formaldehido (FAIRE)-Seq (Giresi et al. Genome Res 2007; 17:
877-885). En otra realizacién mas, esto puede realizarse mediante ATAC-Seq (Buenrostro et al. Nat Methods 2013;
10: 1213-1218). El FRnigado puede determinarse en estos sitios y compararse con sujetos sanos normales. En los sitios
de hipersensibilidad a DNasas especificos del higado, la variacion en la P entre las regiones de pico y de valle estaria
aportada principalmente por el higado. Mediante la comparacién con una curva de calibracion similar a la de la FIG.
10, puede determinarse la contribucion del higado. El valor de FRhigado del caso analizado puede compararse con un
rango de la contribucién del higado en los sujetos sanos. Se pueden utilizar otras regiones que tengan una gran
variacion de amplitud en la funcién de probabilidad de los fragmentos de ADN que terminan en una posicién genémica
entre varios tejidos de una mezcla. Los ejemplos de estas otras regiones se describen con mas detalle en secciones
posteriores.

De manera similar, la contribucién del 6rgano trasplantado en un paciente que ha recibido un trasplante de érgano
puede determinarse mediante este método. En estudios previos, se demostré que en los pacientes con rechazo se
producia una mayor liberacion de ADN del 6rgano trasplantado, lo que daba lugar a una concentracién elevada del
ADN del érgano trasplantado en el plasma. El analisis de la FR del 6rgano trasplantado seria un medio (til para la
deteccion y el seguimiento del rechazo del 6rgano. Las regiones utilizadas para dicho analisis pueden variar en funcién
del érgano trasplantado.

En otra realizacion, este método puede utilizarse para determinar la concentracién de ADN fetal en el plasma materno.
En el plasma materno, las moléculas de ADN que portan los genotipos fetales proceden en realidad de la placenta.
Por tanto, si nos centramos en los sitios de hipersensibilidad a DNasas que son especificos de la placenta pero que
no estan presentes en las células sanguineas, se podria determinar la contribucién proporcional de la placenta al ADN
plasmatico mediante el analisis de FRpiacenta.

La FIG. 11 muestra una correlacion entre la FRpiacenta ¥ €l porcentaje de ADN fetal en el plasma materno segin las
realizaciones de la presente invencion. El eje vertical corresponde a la FRplacenta determinada mediante uno o mas
maximos locales y minimos locales que se encuentran en uno o mas sitios de hipersensibilidad a DNasas. El eje
horizontal es la fraccion de ADN fetal medida mediante una técnica de medicién independiente. Como puede
observarse, el valor de FRpiacenta €5ta correlacionado con la fraccion de ADN fetal. En este ejemplo, la fraccién de ADN
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fetal se determin6 basandose en la proporcion de alelos especificos del feto en los SNP para los que la madre era
homocigota y el feto era heterocigoto. Por tanto, el porcentaje de ADN fetal puede estimarse mediante FRypiacenta
basandose en los resultados de la secuenciacién del ADN plasmatico materno.

Como alternativa, ya que los dos componentes clave en el plasma materno son el ADN procedente de la placenta y el
ADN procedente de las células sanguineas (un tipo de tejido diferente), los presentes inventores razonaron que
FRsangre €staria correlacionado negativamente con la concentracion fraccional de ADN fetal en el plasma sanguineo.
Por tanto, se identificaron los sitios de hipersensibilidad a DNasas especificos para las células sanguineas y se
determiné FRsangre.

La FIG. 12 muestra una correlacion entre FRsangre ¥ 12 concentracion de ADN fetal en el plasma materno. El eje vertical
corresponde a la FRsangre determinada mediante uno 0 mas maximos locales y minimos locales que se encuentran en
uno o mas sitios de hipersensibilidad a DNasas. El eje horizontal es la fraccion de ADN fetal medida en funcion de la
proporcion de alelos especificos del feto en el plasma materno. Se pudo observar una correlacién negativa entre
FRsangre ¥ €l porcentaje de ADN fetal. Por tanto, el porcentaje de ADN fetal puede estimarse mediante FRsangre
basandose en los resultados de la secuenciacién del ADN plasmatico materno. Por consiguiente, una regién genémica
puede tener un patrén de fragmentacion especifico para multiples tipos de tejidos, por ejemplo, correlaciones positivas
para algunos tejidos y negativas para otros.

C. Método que utiliza los maximos y los minimos

La FIG. 13 es un diagrama de flujo de un método 1300 de analisis de una muestra bioldgica para determinar una
clasificacion de una contribucién proporcional del primer tipo de tejido de acuerdo con las realizaciones de la presente
invencién. La muestra biolégica incluye una mezcla de moléculas de ADN acelular de una pluralidad de tipos de tejidos
que incluye el primer tipo de tejido. Como en el caso de los otros métodos descritos en el presente documento, el
método 1300 puede utilizar un sistema informatico. El primer tipo de tejido (por ejemplo, tejido hepatico o tejido fetal)
puede seleccionarse en funcién del sujeto especifico. Por ejemplo, si el sujeto ha tenido cancer de higado en el pasado,
se puede realizar un cribado para comprobar si el cancer de higado ha regresado, lo que supondria un aumento de la
contribucion proporcional del tejido hepatico. Este criterio de seleccioén se aplica a otros métodos descritos en el
presente documento.

En el bloque 1310, se identifica al menos una regidon gendémica que tiene un patrén de fragmentacion especifico del
primer tipo de tejido. A modo de ejemplo, la al menos una regidon genémica puede incluir uno o mas sitios de
hipersensibilidad a DNasas. Cada una de las al menos una regiéon gendémica con un patrén de fragmentacion especifico
del primer tipo de tejido puede incluir uno o mas alelos especificos del primer tejido en al menos una muestra adicional,
por ejemplo, como se describira con detalle en la seccién VI. Como otro ejemplo, la al menos una regidon genémica
puede incluir uno o mas sitios de nucleasas ATAC-seq o de micrococos. El primer tipo de tejido puede corresponder
a un érgano concreto o incluso a un cancer particular del 6rgano.

En el bloque 1320, se analiza una pluralidad de moléculas de ADN acelular de la muestra biolégica. El analisis de una
molécula de ADN acelular incluye la determinacion de una posicion genémica (posicion final) en un genoma de
referencia correspondiente a al menos un extremo de la molécula de ADN acelular. Por tanto, se pueden determinar
dos posiciones finales, o solo una posicion final de la molécula de ADN acelular.

Las posiciones finales preferidas pueden determinarse de varias maneras, como se describe en el presente
documento. Por ejemplo, las moléculas de ADN acelular pueden secuenciarse para obtener lecturas de secuencia, y
las lecturas de secuencia pueden cartografiarse (alinearse) con el genoma de referencia. Si el organismo es un ser
humano, el genoma de referencia seria un genoma humano de referencia, potencialmente de una subpoblacién
particular. Como otro ejemplo, las moléculas de ADN acelular pueden analizarse con diferentes sondas (por ejemplo,
tras la PCR u otro tipo de amplificacién), donde cada sonda corresponde a una localizaciéon genoémica, que puede
abarcar al menos una regién genémica.

Se puede analizar un nimero estadisticamente significativo de moléculas de ADN acelular para poder determinar con
precision la contribucién proporcional del primer tipo de tejido. En algunas realizaciones, se analizan al menos 1.000
moléculas de ADN acelular. En otras realizaciones, se pueden analizar al menos 10.000 0 50.000 o 100.000 o 500.000
0 1.000.000 0 5.000.000 de moléculas de ADN libre de células o0 mas.

En el bloque 1330, se identifica un primer conjunto de primeras posiciones genémicas. Cada primera posicién
genomica tiene un minimo local de extremos de moléculas de ADN acelular corresponde a la primera posicién
genomica. Varias posiciones genoémicas vecinas pueden definirse como un extremo local (maximo o minimo), y por
tanto un maximo local no se limita a una sola posicion.

En algunas realizaciones, se puede determinar una proporcién para cada una de una pluralidad de posiciones
genomicas. Se puede determinar una primera cantidad de moléculas de ADN acelular que terminan en la posicién
gendmica y se extienden al menos un nimero especificado de nucledtidos a ambos lados de la posicion gendémica,
por ejemplo, como se describe para la FIG. 1. Una segunda cantidad de moléculas de ADN acelular que se encuentran
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en la posicion gendémica puede utilizarse con la primera cantidad para determinar la proporcién. Se puede identificar
una pluralidad de minimos locales y una pluralidad de maximos locales en las relaciones, por ejemplo, recorriendo los
valores de la proporcion para identificar una o mas posiciones genémicas contiguas que se encuentren en cada uno
de los extremos (maximo o minimo).

En el bloque 1340, se identifica un segundo conjunto de segundas posiciones genémicas. Cada segunda posicién
genomica que tiene un maximo local de extremos de moléculas de ADN acelular corresponde a la segunda posicién
genomica. El segundo conjunto puede identificarse de manera similar al primer conjunto.

En el bloque 1350, se determina un primer nimero de moléculas de ADN acelular que terminan en cualquiera de las
primeras posiciones genémicas en cualquiera de la al menos una regién genémica. El primer nimero puede
determinarse de varias maneras, por ejemplo, como una suma a lo largo de todas las primeras posiciones genémicas.
Como otro ejemplo, se puede determinar una cantidad independiente en cada posicion gendmica. Por tanto, la
determinacion del primer nimero de moléculas de ADN acelular puede incluir la determinacién de una primera cantidad
de moléculas de ADN acelular que terminan en cada primera posicién genémica, determinando asi una pluralidad de
primeras cantidades.

En el bloque 1360, se determina un segundo numero de moléculas de ADN acelular que terminan en cualquiera de
las segundas posiciones gendémicas en cualquiera de la al menos una regién genémica. El segundo nimero puede
determinarse de forma similar al primero. Por tanto, la determinacién del segundo nimero de moléculas de ADN
acelular puede incluir la determinacién de una segunda cantidad de moléculas de ADN acelular que terminan en cada
segunda posicién gendémica, determinando asi una pluralidad de segundas cantidades.

En el bloque 1370, se calcula un valor de separacion utilizando el primer nimero y el segundo. El valor de separacién
puede calcularse de varios modos, por ejemplo, como una proporcion del primer nimero y el segundo nimero, como
se describe en la seccion Ill.A. En otra implementacion que utiliza maltiples maximos y minimos, se puede determinar
una cantidad en cada una de esas posiciones genomicas. El calculo del valor de separacion puede incluir la
determinacion de una pluralidad de proporciones separadas, cada proporcion separada de una de la pluralidad de
primeras cantidades y una de la pluralidad de segundas cantidades. El valor de separacién puede determinarse
utilizando la pluralidad de relaciones separadas, por ejemplo, la media o la mediana de las proporciones separadas.

En el bloque 1380, la clasificacién de la contribucion proporcional del primer tipo de tejido se determina comparando
el valor de separacion con uno o mas valores de calibracién determinados a partir de una o mas muestras de
calibracién cuyas contribuciones proporcionales del primer tipo de tejido se conocen.

D. Analisis sin amplificacion

El analisis de las moléculas de ADN acelular en el bloque 1310 puede ser sin amplificacién. Cuando se utiliza la PCR,
la profundidad de la secuenciacion (es decir, el nimero de lecturas de la secuencia que cubren un nucleétido concreto
0 que terminan en ese nucleétido concreto en un genoma de referencia) no refleja directamente cuantas moléculas de
ADN plasmatico que cubren ese nucleétido concreto se analizan. Esto se debe a que una molécula de ADN plasmatico
puede generar multiples réplicas durante el proceso de la PCR, y pueden originarse miltiples lecturas de secuencias
a partir de una Gnica molécula de ADN plasmatico. Este problema de duplicacién seria mas importante con i) un mayor
numero de ciclos de PCR para amplificar la biblioteca de secuenciacion; ii) una mayor profundidad de secuenciacion,
y iii) un menor nimero de moléculas de ADN en la muestra de plasma original (por ejemplo, un menor volumen de
plasma).

Ademas, el paso de la PCR introduce mas errores (Kinde et al. Proc Natl Acad Sci USA 2011; 108: 9530-9535) dado
que la fidelidad de una ADN polimerasa no es del 100 %, y ocasionalmente, podria incorporarse un nucleétido erréneo
en la hebra hija producida mediante la PCR. Si este error de PCR se produce durante los primeros ciclos de la PCR,
se generarian clones de moléculas hijas que mostrarian el mismo error. La concentracién fraccional de la base errénea
puede alcanzar una proporcién tan alta entre las demas moléculas de ADN del mismo locus que el error seria mal
interpretado, por ejemplo, como una mutacién procedente del feto o del tumor. Algunos ejemplos de protocolos sin
PCR son: Berry Genomics (investor.illumina.com/mobile.view?c=1211278v=203&d=1&id=1949110); lllumina
(www.illumina.com/products/truseq-dna-pcr-free-sample-prep-kits.html), y diversas técnicas de secuenciacion de una
sola molécula. Se pueden encontrar mas detalles de un analisis sin amplificaciéon en la solicitud PCT n.®
PCT/CN2016/073753

Por consiguiente, algunas realizaciones pueden incluir la obtencion de moléculas de ADN molde a partir de la muestra
biolégica a analizar; preparar una biblioteca de secuenciacién de moléculas de ADN analizables utilizando las
moléculas de ADN molde, la preparacion de la biblioteca de secuenciacién de moléculas de ADN analizables que no
incluye una etapa de amplificacién del ADN de las moléculas de ADN molde; secuenciar la biblioteca de secuenciacion
de moléculas de ADN analizables para obtener una pluralidad de lecturas de secuencia correspondientes a la primera
pluralidad de moléculas de ADN acelular. El analisis de la primera pluralidad de moléculas de ADN acelular puede
incluir recibir, en el sistema informatico, la pluralidad de lecturas de la secuencia y alinear, mediante el sistema
informatico, la pluralidad de lecturas de la secuencia al genoma de referencia para determinar las posiciones
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genomicas de la pluralidad de lecturas de la secuencia.
IV. ABUNDANCIA RELATIVA DE LOS NUCLEOTIDOS A LA IZQUIERDA Y A LA DERECHA

La FIG. 14 muestra una ilustracién del principio de una diferencia de los fragmentos de ADN circulante en relacién con
el ADN de origen tumoral o fetal. En estudios previos, se ha demostrado que el tamarfio del ADN circulante se asemeja
mucho al tamario del ADN nucleosémico. El pico principal de 166 pb en la distribucién del tamafio del ADN plasmatico
representa el ADN asociado al nicleo del complejo de histonas junto con el ADN enlazador que conecta dos complejos
de histonas sucesivos.

También se ha observado que las distribuciones de tamafio de las moléculas de ADN derivadas del feto y del tumor
son mas cortas que las del ADN no tumoral y no derivado del feto en el plasma de pacientes con cancer y de mujeres
embarazadas (Lo et al. Sci Transl Med 2010; 2(61):61ra91 y Jiang et al. Proc Natl Acad Sci USA 2015;112:E1317-
25.). Para la distribucién del tamafio del ADN derivado del tumor y del feto en el plasma, el pico de 166 pb disminuye
y un pico de 144 pb es mas prominente. El pico de 144 pb se debe probablemente a la degradacién del ADN enlazador
de ~20 pb que conecta dos complejos de histonas sucesivos.

Para ilustrar el principio de este método, los presentes inventores utilizaron el escenario de un paciente con cancer
como ejemplo. El mismo principio puede aplicarse a otros escenarios, incluido el analisis del ADN fetal circulante en
el plasma materno en el embarazo, y el andlisis del plasma de pacientes que han recibido un trasplante. Las
realizaciones pueden analizar los extremos de las moléculas de ADN plasmatico, denotados como los extremos
izquierdo y derecho en la FIG. 14.

Cuando el ADN de los tejidos no malignos se fragmenta y se libera en el plasma, los extremos de conexién de las dos
moléculas se situarian ambos en la posicién del nucledtido A. En otras palabras, para la molécula del lado derecho, €l
nucleétido mas externo de la izquierda esta justo al lado de la posicién del nucledtido A. Para la molécula del lado
izquierdo, el nucleétido mas externo de la derecha también esta justo al lado de la posicion del nucleétido A. Cuando
la abundancia relativa de las moléculas que terminan en un nucleétido particular se traza contra la coordenada del
nucleétido, los picos de abundancia de los extremos estarian en la posicion A para los nucleétidos mas externos a la
izquierda y a la derecha que corresponden a esta region. Para las moléculas de ADN derivadas de células tumorales,
un fragmento de 20 pb se eliminaria de las moléculas tras el proceso de fragmentacion.

Como resultado, habria un espacio de 20 pb entre el lado izquierdo de la molécula de la derecha y el lado derecho de
la molécula de la izquierda. Cuando la abundancia relativa de las moléculas que terminan en un determinado
nucleétido se representa frente a la coordenada del nucleétido, los picos del nucleétido mas externo de la derecha
(situado en B) y el pico del nucleétido mas externo de la izquierda (situado en C) estarian separados por 20 pb. Por
consiguiente, la relacién entre la abundancia de moléculas que terminan en las posiciones de nucleétidos By C y la
abundancia de moléculas que terminan en la posicién A representaria la concentracion fraccional de ADN derivado
del tumor en la muestra de plasma.

El mismo principio puede aplicarse para la cuantificacion de especies de ADN que tienen una distribucion de tamafio
diferencial, por ejemplo, pero sin limitacion, la medicion del ADN fetal en el plasma de las mujeres embarazadas y la
medicion del ADN de un érgano trasplantado.

La FIG. 15 es un diagrama de flujo de un método 1500 de analisis de una muestra biolégica que incluye una mezcla
de moléculas de ADN acelular de una pluralidad de tipos de tejidos que incluye un primer tipo de tejido. Se pueden
utilizar partes del método 1500 para implementar el bloque 1310 y otros bloques que identifiquen las posiciones finales
preferidas.

En el bloque 1510, las moléculas de ADN acelular se analizan para determinar las posiciones finales izquierda y
derecha en un genoma de referencia. El bloque 1510 puede realizarse de un modo similar al bloque 1320. En el bloque
1510, se puede analizar una primera pluralidad de moléculas de ADN acelular procedentes de la muestra biologica de
un sujeto, donde cada una de la primera pluralidad de moléculas de ADN acelular tiene un extremo izquierdo y un
extremo derecho. Se puede determinar una posicién final izquierda en el genoma de referencia correspondiente al
extremo izquierdo de la molécula de ADN acelular, por ejemplo, mediante |a alineacion (cartografia) de una lectura de
la secuencia del fragmento de ADN con el genoma de referencia o mediante una sonda cuya posicién se conoce en
el genoma de referencia. El extremo izquierdo puede referirse a cualquier extremo, dependiendo del sistema de
coordenadas elegido para definir el genoma de referencia. De manera similar, se puede determinar una posicion final
derecha en el genoma de referencia correspondiente al extremo derecho de la molécula de ADN acelular. Las dos
posiciones finales pueden determinarse en dos pasos de alineacion separados, por ejemplo, si los dos extremos tienen
lecturas de secuencias separadas.

En el bloque 1520, se identifica un conjunto de posiciones gendémicas izquierdas. Cada posicién genémica del conjunto
izquierdo tiene un maximo local de extremos izquierdos de la primera pluralidad de moléculas de ADN acelular
correspondiente a una de las posiciones genoémicas del conjunto izquierdo. El conjunto izquierdo puede determinarse
de forma similar a la descrita para los maximos del método 1300.
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En el bloque 1530, se identifica un conjunto de posiciones gendémicas correctas. Cada posicién genémica del conjunto
derecho tiene un maximo local de extremos derechos de la primera pluralidad de moléculas de ADN acelular
correspondiente a una de las posiciones genémicas del conjunto derecho. El conjunto correcto puede determinarse
de forma similar a la descrita para los maximos del método 1300.

En el bloque 1540, un primer conjunto de posiciones genémicas se identifica como especifico del primer tipo de tejido.
Todas o una parte de las posiciones genémicas izquierdas del conjunto izquierdo pueden compararse con todas o una
parte de las posiciones genémicas derechas del conjunto derecho para identificar el primer conjunto de posiciones
genomicas en el que una distancia desde una posicidon genoémica izquierda a una posicidon genoémica derecha mas
cercana es mayor que una primera distancia umbral de posiciones genémicas (por ejemplo, nucleétidos) en el genoma
de referencia. Algunos ejemplos de la primera distancia umbral son 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15 y 20 nucleotidos.

En el bloque 1550, se identifica un segundo conjunto de posiciones gendémicas. Todas o una parte de las posiciones
genomicas izquierdas del conjunto izquierdo pueden compararse con todas o una parte de las posiciones genémicas
derechas del conjunto derecho para identificar el segundo conjunto de posiciones genémicas en el que una distancia
de una posicién gendémica izquierda a una posicion gendémica derecha mas cercana es menor que una segunda
distancia umbral de posicién genémica en el genoma de referencia. Algunos ejemplos de la segunda distancia umbral
son 2, 3, 4 y 5 posiciones genémicas (por ejemplo, nucleétidos).

En el bloque 1560, se determina un valor de separacion utilizando un primer nimero de la primera pluralidad de
moléculas de ADN acelular que termina en una de las posiciones gendmicas del conjunto izquierdo y un segundo
numero de la primera pluralidad de moléculas de ADN acelular que termina en una de las posiciones genémicas del
conjunto derecho. Se puede determinar un valor de separacién (por ejemplo, un valor de abundancia relativa) entre el
primer numero y el segundo.

En una realizacion, se identifican los pares del primer conjunto de posiciones genémicas y del segundo conjunto de
posiciones gendémicas. Los pares pueden ser de posiciones mas cercanas entre si. Para cada uno de uno o mas de
los pares, se puede determinar una primera cantidad de moléculas de ADN acelular que termina en la primera posicion
genomica, y una segunda cantidad de moléculas de ADN acelular que termina en la primera posicion genémica. Las
primeras cantidades de moléculas de ADN acelular corresponden al primer nimero de la pluralidad de moléculas de
ADN acelular y las segundas cantidades de moléculas de ADN acelular corresponden al segundo nimero de la
pluralidad de moléculas de ADN acelular. Por ejemplo, las primeras cantidades pueden sumar el primer nimero y las
segundas cantidades pueden sumar el segundo ndmero, y el valor de separacion puede determinarse directamente a
partir del primer nimero y del segundo nimero. Como otro ejemplo, el valor de separacion puede determinarse a partir
de una pluralidad de proporciones, cada una de las cuales incluye la primera cantidad y la segunda cantidad para uno
de los pares. En diversas implementaciones, se puede utilizar un promedio 0 una mediana de las proporciones como
valor de separacion. Las respectivas cantidades primera y segunda de los pares pueden utilizarse de otras maneras
para determinar los valores de separacion individuales utilizados para determinar el valor de separacion total.

En el bloque 1570, la clasificacién de la contribucion proporcional del primer tipo de tejido se determina comparando
el valor de separacion con uno o mas valores de calibracion determinados a partir de una o0 mas muestras de
calibracién cuyas contribuciones proporcionales del primer tipo de tejido se conocen. El bloque 1570 puede realizarse
de un modo similar a otras determinaciones de las contribuciones proporcionales.

En diversas realizaciones, 10s conjuntos derechos e izquierdos pueden usarse como el primer conjunto de posiciones
genomicas; solo se puede utilizar el conjunto izquierdo; se puede utilizar el conjunto derecho; o se pueden utilizar parte
del conjunto izquierdo y parte del derecho. Para todo el conjunto de posiciones a la izquierda, hay un subconjunto de
posiciones a la izquierda que tiene un conjunto correspondiente de posiciones a la derecha separadas del subconjunto
de posiciones a la izquierda por un nimero umbral de nucleétidos. Por consiguiente, es posible utilizar el subconjunto
de posiciones a la izquierda o el correspondiente subconjunto de posiciones a la derecha para realizar el célculo.

V. USO DE POSICIONES FINALES ESPECIFICAS DE LOS TEJIDOS

Los presentes inventores barajan la hipétesis de que los patrones de fragmentacién del ADN circulante derivado de
las células cancerosas, las células de la placenta y los tipos de células serian diferentes. Basandose en esta hipotesis,
la coordenada de los nucleétidos terminales en uno o ambos extremos de un fragmento de ADN circulante puede
utilizarse para predecir si el fragmento de ADN portador de una supuesta mutacion procede realmente de un tumor.
En los fragmentos de ADN plasmatico pueden identificarse posiciones finales especificas del cancer y del embarazo.

A. Ejemplo de cancer utilizando el carcinoma hepatocelular (HCC)
A fin de ilustrar la viabilidad de esta estrategia, se analizaron los datos de secuenciacion del ADN plasmatico de un
paciente con carcinoma hepatocelular (HCC) y de una mujer embarazada. A modo ilustrativo, el analisis se centré en

el cromosoma 8. Puede aplicarse la misma estrategia al genoma completo o a cualquier otro cromosoma.

Se determinaron las coordenadas de los nucleétidos terminales en ambos extremos de cada fragmento de ADN
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plasmatico secuenciado. Posteriormente, se contd el nimero de fragmentos que terminaban en cada nucleétido del
cromosoma 8. Se determiné el 1 millén de nucleétidos que tenian el mayor nimero de fragmentos de ADN que
terminaban en ellos para el caso de HCC y la mujer embarazada. Se puede considerar que el millon superior esta por
encima de un umbral.

La FIG. 16 es un diagrama de Venn que muestra el nimero de sitios de terminacion frecuentes que son especificos
para el caso HCC, especificos para la mujer embarazada y compartidos por ambos casos. Las coordenadas de los
536.772 nucledtidos que fueron las posiciones finales mas frecuentes especificas para el caso de HCC se muestran
en el Apéndice A. Las coordenadas de los 536.772 nucledtidos que fueron las posiciones finales mas frecuentes
especificas para la mujer embarazada se enumeran en el Apéndice B. Se omiten las coordenadas de los 463.228
nucleétidos que fueron las posiciones finales mas frecuentes compartidas por los dos casos.

Los presentes inventores razonaron que los fragmentos de ADN plasmatico con un nucleétido terminal que termina
exactamente en las posiciones finales especificas del HCC 536.772 tendrian mas probabilidades de proceder del
tumor. Segln esta suposicion, el nimero de fragmentos de ADN plasmatico secuenciados que terminan en las
posiciones finales especificas del HCC puede utilizarse para indicar la presencia o ausencia de HCC u otros canceres
que tengan el mismo patrén de fragmentacién del ADN plasmatico. En otra realizacién, este parametro también puede
utilizarse para reflejar el nivel de cancer, por ejemplo, pero sin limitacién, el tamafio del tumor, el estadio del cancer,
la carga tumoral y la presencia de metastasis.

En otra realizacién mas, el nimero de fragmentos que terminan en las posiciones finales especificas del HCC puede
correlacionarse con la concentracion fraccional de ADN derivado del cancer en el plasma para las muestras con una
fraccién de ADN tumoral conocida en el plasma. La fraccién de ADN tumoral en el plasma puede determinarse
mediante, por ejemplo, pero sin limitacion, la cuantificacion de las mutaciones del cancer en el plasma o la magnitud
de las aberraciones del numero de copias en el ADN plasmatico (Chan et al. Clin Chem 2013;59:211-24). Esta
correlacién puede utilizarse como curva de calibracion (figura 1). Para pacientes con una fraccion de ADN tumoral
desconocida en el plasma, se puede determinar la cantidad de fragmentos de ADN que terminan en las posiciones
finales especificas del HCC. Posteriormente, la fraccién de ADN tumoral en el plasma puede determinarse basandose
en la curva de calibracion y en la cantidad de fragmentos de ADN que terminan en las posiciones finales especificas
del HCC. En una implementacion, la cantidad de fragmentos de ADN que terminan en las posiciones finales especificas
de HCC puede normalizarse con respecto al numero total de fragmentos de ADN secuenciados, el nimero total de
lecturas alineables o el nimero de fragmentos de ADN alineados con determinadas regiones cromosoémicas. Por tanto,
la proporcion de fragmentos de ADN secuenciados que terminan en posiciones especificas del cancer puede utilizarse
como parametro.

La FIG. 17 muestra una curva de calibracidon que muestra la relaciéon entre la proporcion de fragmentos de ADN
secuenciados que terminan en posiciones finales especificas para el cancer y la fraccién de ADN tumoral en plasma
para pacientes con cancer con fracciones conocidas de ADN tumoral en plasma. Este diagrama conceptual muestra
una correlacion de la curva de calibracion entre la fraccion de ADN tumoral y la proporcién de fragmentos de ADN de
la secuencia que terminan en las posiciones finales especificas del cancer. Se puede determinar una curva de
calibracion ajustando los puntos de datos determinados a partir de las muestras de calibracion, cuya fraccién de ADN
tumoral se determiné mediante otras técnicas.

En otra realizacion de la presente invencién, se pueden determinar los patrones de fragmentacion del ADN plasmatico
de los pacientes que padecen diferentes tipos de cancer. Los extremos superpuestos de estos pacientes de cancer
pueden considerarse como extremos especificos del cancer, mientras que las posiciones finales de los tipos de cancer
individuales pueden considerarse como especificas de un tipo de cancer concreto. Para cualquier individuo
sospechoso de parecer cancer, los fragmentos de ADN plasmatico secuenciados pueden compararse primero con las
posiciones finales especificas del cancer para determinar la probabilidad de que el individuo tenga un cancer. Si el
individuo es susceptible de padecer un cancer, los fragmentos secuenciados pueden analizarse en busca de las
posiciones finales especificas del tipo de cancer para determinar el cancer mas probable que padece un individuo.

En ofra realizacion de la presente invencion, se pueden determinar las posiciones finales del ADN derivado de
diferentes 6rganos y pueden utilizarse para determinar las contribuciones relativas del ADN de diferentes 6rganos al
plasma.

B. Ejemplo fetal

En otra realizacion, esta estrategia puede utilizarse para determinar la fraccion de ADN fetal en una muestra de plasma
materno. Se puede establecer una curva de calibracién determinando en primer lugar la correlacién entre la proporciéon
de fragmentos de ADN plasmatico secuenciados que terminan en las posiciones finales especificas del embarazo y
las fracciones de ADN fetal en una serie de muestras de plasma materno con una fracciéon de ADN fetal conocida. Las
fracciones de ADN fetal pueden determinarse por varios métodos, por ejemplo, pero sin limitacién la determinacion de
los alelos especificos del feto en la muestra, la cuantificacion de objetivos en el cromosoma Y para los embarazos
masculinos y el analisis de marcadores de metilacién especificos del feto. Para una muestra de plasma de embarazada
con una fraccién de ADN fetal desconocida, se puede determinar la proporcion de fragmentos de ADN plasmatico
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secuenciados que terminan en las posiciones finales especificas del embarazo. Utilizando esta informacion, la fraccién
de ADN fetal en la muestra de ADN plasmatico analizada puede determinarse basandose en la curva de calibracion.

C. Kit para el uso de posiciones finales preferidas

En algunas realizaciones, se proporciona un kit para analizar el ADN de una muestra biolégica que contiene una
mezcla de moléculas de ADN acelular de una pluralidad de tipos de tejidos. El kit puede comprender uno o mas
oligonucleotidos para hibridar especificamente con al menos una parte de la regién gendémica enumerada en los
Apéndices A y B. En una realizacion, el kit incluye uno o mas oligonucleétidos para hibridar especificamente con al
menos una parte de la regién genémica enumerada en el Apéndice A para su uso en la realizacion de pruebas para
el HCC en un sujeto. En ofra realizacion, el kit incluye uno o mas oligonucleétidos para hibridar especificamente con
al menos una seccién de una region gendémica enumerada en el Apéndice B para su uso en la realizacién de pruebas
en una mujer embarazada, por ejemplo, para determinar una fraccién de ADN fetal en una muestra bioclégica materna
procedente de la mujer embarazada.

VI. ANALISIS DE LA POSICION FINAL MEDIANTE POLIMORFISMOS

En algunas realizaciones, las regiones que tienen un patrén de fragmentacién especifico para cada tejido pueden
identificarse mediante alelos especificos para cada tejido. Por ejemplo, se puede identificar un alelo especifico del feto
analizando una muestra de plasma materno y comparando los alelos detectados con los detectados en una muestra
solo materna, como se describe en el presente documento. Puede identificarse que las posiciones genémicas que
tienen una tasa elevada de moléculas de ADN fetal que terminan en ellas en relacioén con la tasa de los tejidos que
presentan un alelo compartido (es decir, que se comparte con el feto y la madre) tienen un patrén de fragmentacion
especifico del tejido fetal. Estas posiciones finales con preferencia fetal pueden ser o no sitios de hipersensibilidad a
DNasas, por lo que se demuestra que varias regiones genémicas pueden tener amplitudes especificas de tejido para
los patrones de fragmentacion, y las realizaciones no se limitan a los sitios de hipersensibilidad a DNasas. Se puede
hacer un analisis similar para una muestra de un sujeto que se somete a una prueba de deteccién de un tumor.

A. Ejemplo fetal

Las posiciones finales preferidas pueden obtenerse analizando el ADN plasmatico de una mujer embarazada. Los
fragmentos de ADN plasmatico derivados del feto y de la madre pueden diferenciarse mediante métodos basados en
polimorfismos. Los fragmentos que portan alelos especificos del feto y de la madre pueden utilizarse para determinar
las posiciones finales preferidas del ADN procedente del feto y de la madre.

Para este estudio se recluté a una mujer con un embarazo Unico masculino a las 38 semanas de gestacion en el
Departamento de Obstetricia y Ginecologia, Prince of Wales Hospital, Hong Kong, habiéndose obtenido el
consentimiento informado. Las muestras de sangre se centrifugaron a 1.600 g durante 10 min a 4 °C. La porcién de
plasma se recolecto y se volvio a centrifugar a 16.000 g durante 10 min a 4 °C para eliminar las células sanguineas.
La porcion de células sanguineas se volvié a centrifugar a 2.500 g y se elimind el plasma residual. El ADN de las
células sanguineas y el del plasma materno se extrajo con el protocolo de sangre y fluidos corporales del QlAamp
DNA Blood Mini Kit y el QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit (Qiagen), respectivamente. EI ADN de la placenta se extrajo
con el QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen) segun el protocolo de tejidos del fabricante. Las bibliotecas de secuenciacion
se secuenciaron utilizando el protocolo de preparacion de bibliotecas sin PCR de lllumina TruSeq. Los datos de la
secuenciacion paired-end se analizaron utilizando Short Oligonucleotide Alignment Program 2 (SOAP2) en el modo
paired-end (Li et al. Bioinformatics 2009;25:1966-1967). Las lecturas paired-end se alinearon con el genoma humano
de referencia sin mascara de repeticion (Hg19). Se permitieron hasta 2 nucleétidos desemparejados para la alineacion
de cada extremo. A continuacién, se analizaron las coordenadas genémicas de estos alineamientos potenciales para
los 2 extremos con el fin de determinar si alguna combinacién permitiria alinear los 2 extremos en el mismo cromosoma
con la orientacion correcta, que abarcan un tamafio de inserciéon <600 pb, y que se cartografia en una Unica
localizacion en el genoma humano de referencia. La muestra de plasma materno se secuencié con una profundidad
de cobertura de 270x de un genoma humano haploide. Las células de la sangre materna, las células de la sangre
paterna y del cordén umbilical fueron secuenciadas con una cobertura del genoma humano haploide de 40x, 45x y
50x, respectivamente, utilizando el mismo protocolo de secuenciacion.

Para este fin, se analizaron las secuencias finales recurrentes en el ADN plasmatico materno.
1. Identificacion de las posiciones finales especificas del feto

Al realizar una secuenciacion de muy alta profundidad de la muestra de ADN plasmatico materno utilizando una
biblioteca no amplificada mediante la PCR, los presentes inventores investigaron si pudiese haber sitios en los
genomas materno y fetal que se escindirian preferencialmente en la generacion del ADN plasmatico. Para demostrar
este efecto, se identificaron los locus de SNP informativos para los que la madre era homocigota (genotipo indicado
como AA) y el feto era heterocigoto (genotipo indicado como AB). En este ejemplo ilustrativo, el alelo B seria especifico
del feto y el alelo A seria compartido por la madre y el feto. En la FIG. 18 se muestra un ejemplo representativo. Como
control, se muestran los resultados de la secuenciacion de una muestra de ADN obtenida de células sanguineas y
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fragmentada artificialmente mediante tratamiento con ultrasonidos.

Se observé un patrén de fragmentacion no aleatorio en el ADN plasmatico. Para el grafico de la probabilidad de ser
un extremo de los fragmentos de ADN, se observaron tres picos para cada uno de los dos grupos de fragmentos que
llevan el alelo especifico del feto y el compartido por la madre. Estos picos representan los puntos calientes de las
posiciones finales del ADN procedente del feto y de la madre en el plasma materno, respectivamente. Las posiciones
de los picos se superponen en gran medida entre estos dos grupos. Por el contrario, el patron de fragmentacion del
ADN tratado con ultrasonidos parece ser aleatorio y la probabilidad de finalizacién del fragmento es similar en toda la
region.

La FIG. 18 muestra un ejemplo ilustrativo de los patrones de fragmentacién no aleatorios del ADN plasmatico que
portan un alelo especifico del feto y un alelo compartido por la madre y el feto. En la parte superior de la figura, cada
linea horizontal representa un fragmento de ADN secuenciado. Los extremos de los fragmentos de ADN representan
la posicion final de la lectura secuenciada. Los fragmentos se clasifican segun la coordenada del nucleétido mas
externo de la izquierda (la coordenada gendémica mas pequefia). En la parte inferior de la figura, se muestra el
porcentaje de fragmentos que terminan en una posicion determinada. El eje X representa las coordenadas genémicas
y el SNP se encuentra en el centro indicado por la linea de puntos.

Ademas, los presentes inventores buscaron coordenadas que tuvieran una mayor probabilidad de ser una posicién
final para los fragmentos de ADN plasmatico. Centraron su busqueda en los fragmentos que cubrian los SNP
informativos para poder evaluar por separado los fragmentos portadores de alelos especificos del feto y los alelos
compartidos por la madre y el feto. Los presentes inventores determinaron si ciertas ubicaciones dentro del genoma
humano tenian una probabilidad significativamente mayor de ser una posicién final de fragmentos de ADN plasmatico
utilizando una funcién de probabilidad de Poisson. Para el analisis de los SNP para los que la madre era homocigota
(genotipo AA) y el feto era heterocigoto (genotipo AB), el alelo A seria el "alelo compartido" y el alelo B seria el alelo
especifico del feto. Se contaria el nimero de lecturas secuenciadas que portan el alelo compartido y el alelo especifico
del feto. En la distribucién por tamafio molecular del ADN plasmatico, se observaria un pico en 166 pb tanto para el
ADN procedente del feto como para el derivado de la madre. Si la fragmentacién del ADN plasmatico es aleatoria, los
dos extremos se distribuirian uniformemente en una regién de 166 pb cadena arriba y 166 pb cadena abajo del SNP
informativo.

Se puede calcular un valor de p para determinar si una posicién concreta tiene una probabilidad significativamente
mayor de ser un extremo para las lecturas que portan el alelo compartido o el alelo especifico del feto, basandose en
la funcion de probabilidad de Poisson.

Va|0r de p = POiSSOn(NreaI, Npredicha)

donde Poisson() es la funcién de probabilidad de Poisson; Nrea €s el nimero real de lecturas que terminan en el
nucleétido concreto; y Npredicha €S €l nUmero total de lecturas dividido entre 166. Se utilizé un valor de p <0,01 como
punto de corte para definir las posiciones finales preferidas para las lecturas portadoras del alelo especifico del feto o
del alelo compartido. Se determinaron las posiciones finales estadisticamente significativas para los fragmentos de
ADN que llevan el alelo compartido y el alelo especifico del feto de forma independiente (FIG. 19). Pueden utilizarse
otras distribuciones de probabilidad, por ejemplo, la distribucién binomial, la distribucién binomial negativa y la
distribucién normal.

La FIG. 19 muestra una grafica de la probabilidad de que una coordenada genémica sea una posicion final de los
fragmentos de ADN plasmatico materno en una region con un SNP informativo. Los resultados de las posiciones de
los nucleétidos con una probabilidad significativamente mayor de ser un extremo de los fragmentos de ADN plasmatico
que llevan un alelo compartido y un alelo especifico del feto se muestran en rojo y azul, respectivamente. El eje X
representa las coordenadas gendmicas y la mutacion se sitla en el centro indicado por la linea de puntos. Como se
muestra, hay coordenadas que tienen una alta tasa de aparicion de posiciones finales solo para el alelo especifico del
feto, solo para el alelo compartido, y algunos son comunes a ambos.

Los presentes inventores identificaron un total de 4.131 (conjunto A) y 10.021 (conjunto B) posiciones de nucleétidos
con una probabilidad significativamente mayor de ser un extremo de fragmentos de ADN plasmatico portadores de
alelos especificos del feto y de alelos compartidos, respectivamente. El conjunto C fue el conjunto superpuesto y
contenia 4.258 posiciones de nucleétidos (Fig. 3). Estas posiciones finales se obtuvieron a partir de regiones que
abarcan un total de 1,42 Mb y cubren 4.303 SNP. Por tanto, las posiciones finales preferidas para los fragmentos
especificos del feto representaron el 0,29 % de las regiones analizadas. Habia 24.500, 22.942 y 31.925 fragmentos
de ADN plasmatico portadores de alelos especificos del feto que terminaban en las posiciones del conjunto A, del
conjunto B y del conjunto C, respectivamente. Habia 27.295, 158.632 y 87.804 fragmentos de ADN plasmatico
portadores de alelos compartidos que terminaban en las posiciones del conjunto A, del conjunto B y del conjunto C,
respectivamente. Se espera que el nimero o la prevalencia de las posiciones finales preferidas sea mucho mayor y
se produzca en otras coordenadas genémicas.

La estrategia basada en el polimorfismo, tal y como se describe en el presente documento, solo identifica las
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posiciones finales preferidas que estan asociadas a un SNP informativo para este par fetal-materno. Por tanto, los
extremos preferidos identificados representarian un subconjunto de dichos extremos en el genoma. Los presente
inventores han desarrollado estrategias que no se basan en el polimorfismo para identificar los extremos preferidos.
De hecho, se identificaron muchas mas estrategias de finalizacion preferidas utilizando las estrategias no basadas en
polimorfismos. Consulte otros experimentos descritos a continuacion.

La FIG. 20 muestra un analisis de las posiciones finales de los fragmentos de ADN plasmatico a lo largo de los SNP
que eran homocigéticos en la madre y heterocigéticos en el feto. El conjunto A incluia las posiciones finales preferidas
para los fragmentos portadores de alelos especificos del feto. El conjunto B incluia las posiciones finales preferidas
para los fragmentos portadores de alelos compartidos. El conjunto C incluia las posiciones finales preferidas para
ambos tipos de fragmentos de ADN plasmatico.

Usando el mismo principio, los presentes inventores analizaron ademas las posiciones terminales de los fragmentos
de ADN de origen materno a lo largo de los SNP que eran heterocigotos para la madre (genotipo AB) y homocigotos
en el feto (genotipo AA). Los presentes inventores identificaron un total de 7.527 (conjunto X} y 18.829 (conjunto Y)
posiciones de nucleétidos con una probabilidad significativamente mayor de ser una posicion final de fragmentos de
ADN plasmatico portadores de alelos especificos del feto y de alelos compartidos, respectivamente. El conjunto Z es
el conjunto superpuesto y contenia 10.534 posiciones (fig. 4). Estas posiciones finales se obtuvieron a partir de
regiones que abarcan un total de 3,1 Mb y cubren 9.489 SNP. Por tanto, las posiciones finales preferidas para los
fragmentos especificos de la madre representaron el 0,24 % de las regiones analizadas para esta pareja de madre y
feto. Habia 69.136, 82.413 y 121.607 fragmentos de ADN plasmatico portadores de alelos especificos maternos que
terminaban en las posiciones del conjunto X, del conjunto Y y del conjunto Z, respectivamente. Habia 46.554, 245.037
y 181.709 fragmentos de ADN plasmatico portadores de alelos compartidos que terminaban en las posiciones del
conjunto X, del conjunto Y y del conjunto Z, respectivamente. De nuevo, este analisis se centra en las moléculas de
ADN plasmatico que cubren al menos un SNP informativo, los extremos preferidos identificados solo representan un
subconjunto de dichos extremos no aleatorios en todo el genoma.

La FIG. 21 muestra un analisis de las posiciones finales de los fragmentos de ADN plasmatico a lo largo de los SNP
que eran homocigéticos en el feto y heterocigéticos en la madre. El conjunto X incluia las posiciones finales preferidas
para los fragmentos portadores de alelos especificos de la madre. El conjunto Y incluia las posiciones finales preferidas
para los fragmentos que llevan alelos compartidos. El conjunto Z incluia las posiciones finales preferidas para ambos
tipos de fragmentos de ADN plasmatico.

2. Uso de posiciones finales recurrentes para deducir la fraccion de ADN fetal

Tras la identificacion de las posiciones finales recurrentes de los fragmentos de ADN plasmatico derivados de la madre
y del feto, los presentes inventores razonaron que la abundancia relativa de ADN plasmatico que termina en estos
conjuntos de posiciones de nucleétidos reflejaria la fraccion de ADN fetal. Para confirmar esto, los presentes inventores
secuenciaron el ADN plasmatico de 26 mujeres en el primer trimestre del embarazo (10~13 semanas), cada una de
ellas portadora de un feto masculino. La mediana del recuento de lecturas cartografiadas fue de 16 millones (rango:
12-22 millones). La proporcion de lecturas secuenciadas que se alinean con el cromosoma Y se utilizé para calcular
la fraccion real de ADN fetal en cada muestra de plasma. Se pudo observar una correlacion positiva entre la
abundancia relativa (indicada como relacién F/M) del ADN plasmatico con extremos fetales (conjunto A) y maternos
(conjunto X) recurrentes y la fraccion de ADN fetal (R = 0,63, P = 0,0004, correlacion de Pearson, FIG. 22). Es
interesante que, aunque las posiciones finales preferidas se identificaron a partir de SNP informativos para una pareja
de feto y madre y solo representaron un subconjunto de dichos finales en el genoma, los extremos identificados
también eran relevantes para otros embarazos y la correlacion con la fraccion fetal se logré incluso con solo este
subconjunto de extremos preferidos.

La FIG. 22 muestra una correlacién entre la abundancia relativa (Ratio (F/M)) de las moléculas de ADN plasmatico
con extremos fetales (Conjunto A) y maternos (Conjunto X) recurrentes y la fraccion de ADN fetal. Cada uno de los
puntos de datos puede corresponder a una muestra de calibracién respectiva, por lo que se consideran puntos de
datos de calibracién. La linea que ajusta los puntos de datos de calibracion es un ejemplo de funcién de calibracion.

Se pueden utilizar otros conjuntos ademas del conjunto Ay el conjunto X. Por ejemplo, se puede tomar una proporcion
(u otra abundancia relativa o una funcién de una proporcién) del conjunto A con respecto al conjunto C y del conjunto
A con respecto al conjunto B. Como otro ejemplo, se puede tomar una proporcion del conjunto X y del conjunto Z o
una proporcién entre el conjunto X y el conjunto Y, lo que proporcionaria una fraccién de ADN materno, que se puede
suponer que es la inversa de la fraccion de ADN fetal. En dicho ejemplo, el tejido materno puede ser un primer tipo de
tejido cuya contribucién proporcional esta determinada, aunque sea de forma implicita.

3. Uso del tamafio
La distribucion del tamafio molecular de los fragmentos de ADN plasmatico que terminan en las posiciones finales

especificas del feto proporciona mas pruebas de que las posiciones son especificas del feto. Para justificar
adicionalmente que las posiciones del conjunto A y del conjunto X fueron los sitios finales preferidos para los
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fragmentos de ADN derivados del feto y de la madre, respectivamente, los presentes inventores compararon las
distribuciones de tamafio molecular del ADN plasmatico que termina en estos dos conjuntos de posiciones. Para la
muestra de la que proceden estas posiciones, la distribucion de tamarfios fue mas corta para los fragmentos que
terminan en las posiciones del conjunto A que para los que terminan en las posiciones del conjunto X (FIG. 23A).

La FIG. 23A muestra las distribuciones del tamafio del ADN plasmatico para los fragmentos que terminan en las
posiciones finales con preferencia fetal (conjunto A) (en azul} y los fragmentos que terminan en las posiciones finales
con preferencia materna (conjunto X) (en rojo). Se observé una distribucion de tamafios mas corta para los fragmentos
que terminan en las posiciones del conjunto A en comparacion con los que terminan en las posiciones del conjunto X.
La FIG. 23B muestra la grafica acumulativa de las distribuciones de tamafio para los dos conjuntos de fragmentos. La
FIG. 23C muestra la diferencia de las frecuencias acumuladas de los dos conjuntos de fragmentos (AS) frente al
tamafio del fragmento. La FIG. 23D muestra el AS frente al tamafio con el desplazamiento de las posiciones finales
del conjunto A y del conjunto X a posiciones con coordenadas gendmicas mayores de cero a5 pb. La FIG. 23E muestra
el AS frente al tamafio con el desplazamiento de las posiciones finales del conjunto A y del conjunto X de cero a 5 pb
en sentido inverso (posiciones con coordenadas gendémicas mas menores).

Para cuantificar adicionalmente la diferencia en la distribucion de tamafrios, se representan las frecuencias acumuladas
de las dos curvas (FIG. 23B). La diferencia en las dos curvas, representada por AS, se representa en la FIG. 23C.
Observamos que la maxima diferencia se observd en 166 pb. Esto concuerda con los informes anteriores de que la
diferencia maxima entre el ADN procedente del feto y el de la madre se podia observar en 166 pb (Yu et al. Proc Natl
Acad Sci USA. 2014;111:8583-8). Los presentes hallazgos sugieren que existe un enriquecimiento del ADN de origen
fetal para los fragmentos que terminan en las posiciones finales con preferencia fetal (conjunto A) en comparacién con
los que terminan en las posiciones finales con preferencia materna (conjunto X).

Ademas, los presentes inventores investigaron la especificidad de estas posiciones finales desplazando las posiciones
finales del conjunto A y del conjunto X de 1 a 5 pb cadena arriba o cadena abajo del genoma. Los valores de AS se
representan frente al tamafio molecular con el desplazamiento de las posiciones finales del conjunto A y del conjunto
X en ambas direcciones (FIG. 23D y 23E). Los nimeros positivos del desplazamiento representan el desplazamiento
a una posicion con una coordenada gendémica mayor (FIG. 23D) y los numeros negativos del desplazamiento
representan el desplazamiento a una posicién con una coordenada genémica menor (FIG. 23E). El desplazamiento
de las posiciones con preferencia fetal y materna, incluso en 1 pb, reduciria significativamente la diferencia de tamafio
entre los fragmentos de ADN que terminan en estos dos conjuntos de posiciones (AS). El desplazamiento de 5 pb
eliminé casi por completo la diferencia de tamafio. Estos resultados sugieren que las lecturas que terminan en esas
posiciones alternativas no son tan especificas del feto o de la madre como las lecturas que terminan en esas posiciones
finales preferidas identificadas por nuestro algoritmo. Estos datos apoyan alin mas nuestra interpretacion de que las
moléculas de ADN plasmaticas o libres de células se fragmentan o se escinden de forma muy precisa en esas
posiciones finales preferidas. En otras palabras, el proceso de fragmentacion del ADN no aleatorio y libre de células
es preciso hasta el nivel de nucleétidos especificos.

Posteriormente, los presentes inventores analizaron las lecturas secuenciadas agrupadas de las 26 muestras de
plasma del primer trimestre utilizadas para el analisis de la fraccién de ADN fetal. Se observé una distribucién de
tamafio mas corta para los fragmentos que terminan en las posiciones del conjunto A en comparacién con los que
terminan en las posiciones del conjunto X (FIG. 24A).

La FIG. 24A muestra las distribuciones del tamafio del ADN plasmatico en una muestra conjunta de ADN plasmatico
de 26 mujeres en el primer trimestre del embarazo para los fragmentos que terminan en las posiciones finales con
preferencia fetal (conjunto A) (en azul) y los fragmentos que terminan en las posiciones finales con preferencia materna
(conjunto X) (en rojo). Se observé una distribuciéon de tamafios mas corta para los fragmentos que terminan en las
posiciones del conjunto A en comparacion con los que terminan en las posiciones del conjunto X. La FIG. 24B muestra
la grafica acumulativa de las distribuciones de tamafio para los dos conjuntos de fragmentos. La FIG. 24C muestra la
diferencia de las frecuencias acumuladas de los dos conjuntos de fragmentos (AS) frente al tamafio del fragmento. La
FIG. 24D muestra el AS frente al tamafio con el desplazamiento de las posiciones del conjunto A y del conjunto X de
cero a 5 pb (coordenadas gendmicas mayores). La FIG. 24E muestra el AS frente al tamafio con el desplazamiento
de las posiciones del conjunto A y del conjunto X de cero a 5 pb en sentido inverso (coordenadas genoémicas mas
pequefias). La diferencia de tamafio entre los fragmentos de ADN plasmatico que terminan en los dos conjuntos de
posiciones (AS) se reduciria con el desplazamiento de estas posiciones, indicando que estas posiciones serian
precisas a nivel de un solo nucleétido.

B. Ejemplo de cancer

La misma estrategia puede aplicarse también para el analisis de las posiciones finales preferidas para los fragmentos
derivados del cancer. En este ejemplo, los presentes inventores secuenciaron el plasma (cobertura 220x), la capa
leucocitaria (48x) y el tejido tumoral (45x) de un paciente que padece carcinoma hepatocelular (HCC). El perfil
mutacional del paciente se obtuvo comparando los genotipos del tejido tumoral y de la capa leucocitaria. Para
determinar las posiciones finales preferidas para los fragmentos de ADN plasmatico derivados del cancer, los
presentes inventores analizaron los fragmentos de ADN plasmatico portadores de las mutaciones cancerigenas. Como
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se muestra en las FIG. 24A-24E, el patrén de fragmentacion del ADN plasmatico en el paciente con HCC no es
aleatorio. Ciertas posiciones de nucleétidos tienen una mayor probabilidad de ser un extremo de un fragmento de ADN
plasmatico.

1. Identificacion de posiciones finales especificas para el cancer

La FIG. 25 muestra un ejemplo ilustrativo de los patrones de fragmentaciéon no aleatorios del ADN plasmatico del
paciente con HCC. En la parte superior de la figura, cada linea horizontal representa un fragmento de ADN
secuenciado. Las lineas rojas y azules representan fragmentos de ADN portadores de los alelos de tipo silvestre y
mutante, respectivamente. Los extremos de los fragmentos de ADN representan la posicion final de la lectura
secuenciada. Los fragmentos se clasifican segin la coordenada del nucleétido méas externo de la izquierda (la
coordenada genémica mas pequefia). En la parte inferior de la figura, se muestra el porcentaje de fragmentos que
terminan en una posicioén determinada. El eje X representa las coordenadas gendémicas y la mutacion se sitla en el
centro indicado por la linea de puntos.

Los presentes inventores identificaron las posiciones genémicas que tienen una mayor probabilidad de ser un extremo
de los fragmentos de ADN plasmatico que portan alelos mutantes y alelos de tipo silvestre utilizando la funcién de
distribucién de probabilidad de Poisson, tal y como se ha descrito anteriormente. Se utilizé un valor de p de 0,01 como
umbral. Lo contrario también es cierto, como se describe en la Solicitud PCT n.. PCT/CN2016/073753, es decir,
cuando se identifica una molécula de ADN plasmatica con un extremo especifico, el alelo o la mutacién del SNP en la
molécula tiene mas probabilidades de proceder del cancer, estar asociada a la enfermedad o al embarazo,
dependiendo del conjunto de extremos que se haya utilizado en la interpretacion de los datos del ADN plasmatico.

La FIG. 26 es una grafica de la probabilidad de que una coordenada genémica sea una posicion final de los fragmentos
de ADN plasmatico en una regién con un sitio de mutacion. Los resultados de las posiciones de los nucleotidos con
una probabilidad significativamente mayor de ser un extremo de los fragmentos de ADN plasmatico que llevan un alelo
de tipo silvestre y un alelo mutante se muestran en rojo y azul, respectivamente. El eje X representa las coordenadas
genomicas y la mutacién se sitla en el centro indicado por la linea de puntos. Como se muestra, hay coordenadas
que tienen una alta tasa de aparicién de posiciones finales solo para el alelo especifico del mutante, solo para el alelo
de tipo silvestre, y algunos son comunes a ambos.

La FIG. 27A muestra un analisis de las posiciones finales de los fragmentos de ADN plasmatico en las posiciones
genomicas en las que habia mutaciones en el tejido tumoral. El conjunto E incluia las posiciones finales preferidas
para los fragmentos portadores de alelos mutantes. El conjunto F incluia las posiciones finales preferidas para los
fragmentos portadores de alelos de tipo silvestre. El conjunto G incluia las posiciones finales preferidas para ambos
tipos de fragmentos de ADN plasmatico.

2. Uso de las posiciones finales recurrentes para deducir la fraccion de ADN del tumor

Como las posiciones del conjunto E eran los sitios finales preferidos para el ADN derivado del cancer y las posiciones
del conjunto F eran los sitios finales preferidos para el ADN de fondo derivado predominantemente de tejidos no
tumorales, los presentes inventores barajaron la hip6tesis de que la proporcion entre los fragmentos que terminan en
estos dos conjuntos de posiciones se correlacionaria con el ADN derivado del tumor. Por tanto, los presentes
inventores analizaron el plasma de 71 pacientes con HCC cuyo plasma contenia al menos un 1 % de ADN derivado
del tumor. En estos pacientes se analizé previamente la presencia de aberraciones en el nimero de copias del ADN
plasmatico y se estimaron las fracciones de ADN tumoral en funcién de la magnitud de las aberraciones de nimero
de copias. (Jiang et al. Proc Natl Acad Sci USA. 2015;112:E1317-25). La relacion entre los fragmentos que terminan
en estos dos conjuntos de posiciones (Relacionwrs) se define como:

N.2de fragmentos de ADN plasmatico que terminan en las posiciones del Conj.E

Relacionurs =
MS N.2de fragmentos de ADN plasmatico que terminan en las posiciones del Conj.F

La FIG. 27B muestra una correlacién entre la Relaciénwrs y la fraccion de ADN tumoral en el plasma de 71 pacientes
con HCC. Se observé una correlacién positiva entre la Relacionwrs y la fraccion de ADN tumoral en el plasma (r = 0,53,
p <0,001, correlacion de Pearson). Estos resultados sugieren que el nimero de fragmentos que terminan en estas
posiciones finales preferidas por el cancer seria Gtil para predecir la cantidad de ADN derivado del tumor en el plasma
de los pacientes con cancer.

Algunas realizaciones pueden aumentar el nimero de fragmentos de ADN de cancer informativos accesibles mediante
la deteccién combinada de una variedad de cambios especificos del cancer o asociados al mismo, por ejemplo,
mutaciones de un Unico nucleétido, en combinacion con firmas de metilacién del ADN especificas para el cancer o
asociadas a él (por ejemplo, la localizacion de la 5-metilcitosina y la hidroximetilacion), moléculas cortas de ADN
plasmatico especificas del cancer o asociadas al cancer, marcas de modificacion de las histonas especificas del cancer
o asociadas al cancer, y ubicaciones de los extremos del ADN plasmatico especificas del cancer o asociadas al cancer.
Ciertos cambios especificos 0 asociados al cancer pueden utilizarse como criterios de filtrado en |a identificacion de
mutaciones.
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VIl. ANALISIS DE POSICION FINAL INDEPENDIENTE DEL POLIMORFISMO

En otras realizaciones, las posiciones finales preferidas pueden obtenerse (A) comparando las posiciones finales de
los fragmentos de ADN plasmatico de diferentes individuos o (B) comparando las posiciones finales de los fragmentos
de ADN plasmatico de las muestras de un individuo tomadas en diferentes momentos.

A. Comparacion entre las posiciones finales preferidas en sujetos que sufren diferentes condiciones patologicas y
fisioldgicas

1. Uso de conjuntos exclusivos por encima del umbral

Basandose en la funcion de probabilidad de la distribucion de Poisson, los presentes inventores han identificado las
posiciones gendémicas que tenian una mayor probabilidad de ser posiciones finales de fragmentos plasmaticos para
la mujer embarazada y el paciente con HCC descritos en las secciones anteriores. En este analisis, la hipotesis nula
es que todos los fragmentos de ADN plasmatico se fragmentarian al azar, de modo que cada posicién gendémica
tendria la misma probabilidad de ser el final de los fragmentos de ADN plasmatico. Se supuso que los fragmentos de
ADN plasmatico tenian un tamafio medio de 166 pb. El valor de p se calcula como

valor de p = Poisson(Nreal, Npredicha)

donde Poisson() es la funcién de probabilidad de Poisson; Nreal €s €l nimero real de lecturas que terminan en el

Lyt . Numero total de lecturas ) . .
nucleétido concreto; y Npredicha = 107 ice , el 3 x 107 en el denominador representa el nimero de
nucleétidos en un genoma.

Se ajustd el valor de p mediante la correccion de Benjamini y Hochberg (Bejamini et al. Journal of the Royal Statistical
Society, 1995;57:289-300) para conseguir una tasa de falsos descubrimientos (FDR) esperada <1 %.

La FIG. 28A muestra el nimero de posiciones finales preferidas para el ADN plasmatico de la mujer embarazada y del
paciente con HCC. El conjunto P contenia 29 millones de posiciones finales que eran las preferidas en la mujer
embarazada. El conjunto Q contenia 6 millones de posiciones finales que se preferian en el paciente con HCC. El
conjunto S es el conjunto superpuesto y contiene 15 millones de posiciones finales.

La hipotesis de los presentes inventores es que los fragmentos que terminan en las posiciones finales preferidas del
HCC (conjunto Q) estarian enriquecidos para el ADN derivado del cancer en comparacion con los fragmentos que
terminan en las posiciones finales preferidas del embarazo (conjunto P).

Por tanto, los presentes inventores calcularon la Relaciénncc/ems como

N.2de fragmentos de ADN plasmatico que terminan en las posiciones del Conj.Q

Relacion =
HCGC/Emb N.de fragmentos de ADN plasmatico que terminan en las posiciones del Conj P

y correlacionaron esta proporciéon con la fraccion de ADN tumoral en los 71 pacientes con HCC mencionados
anteriormente.

La FIG. 28B muestra que se observé una correlacion positiva entre la Relaciénnccems ¥ 1a fraccion de ADN tumoral en
plasma para los 71 pacientes con HCC. Estos resultados sugieren que el nimero o la proporcion de fragmentos que
terminan en los sitios de terminacién preferidos de una afeccién especifica podria ser Util para detectar la afeccion o
para cuantificar la cantidad de ADN liberado del 6érgano enfermo.

2. Utilizacién del conjunto de posiciones genémicas con mayor indice de finalizacion

En otra realizacion, los sitios de terminacién preferidos pueden identificarse determinando la relacién entre el nimero
de fragmentos que terminan en dicha posicién y el nimero de fragmentos que cubren la posicion, pero no terminan
en ella. La FIG. 29A ilustra el calculo de la relacion de terminacion preferida (PETR).

Numero de fragmentos de ADN que terminan en el nuclebtido
Numero de fragmentos de ADN que abarcan el nucleétido pero no terminan en él

PETR =

La FIG. 29A muestra una ilustracién del concepto de la PETR. Cada linea representa un fragmento de ADN plasmatico.
Estos fragmentos estan marcados de a a g. Los fragmentos a, b, ¢ y d terminaron en el nucleétido de interés. Los
fragmentos e, f y g cubren el nucleétido de interés, pero no terminan en dicha posicién. En este ejemplo ilustrativo, la
PETR es igual a 4/3, es decir, 1,33. En otras realizaciones, el denominador puede ser el nimero de fragmentos de
ADN que abarcan el nucleétido, independientemente de si el fragmento de ADN termina en la posicién.

El calculo de la PETR puede utilizarse para identificar las posiciones de los nucleétidos que son extremos preferidos
en los individuos que padecen diferentes enfermedades. El siguiente ejemplo demuestra la utilidad de la PETR. Se
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compararon las muestras de plasma del paciente con HCC mencionado anteriormente y de un sujeto con infeccion
croénica por el virus de la hepatitis B (VHB) pero sin cancer (portador del VHB). Las muestras de ADN plasmatico del
portador del VHB se secuenciaron con una cobertura del genoma haploide de 215x. La PETR se calculd para cada
posicion genodmica de cada sujeto. se identificaron 7.350.067 posiciones genémicas (conjunto H) con una PETR al
menos 4 veces mayor en el paciente con HCC en comparacién con el portador del VHB. Estas posiciones tenian una
probabilidad al menos 4 veces mayor de ser un extremo de fragmentos de ADN plasmatico en el paciente con HCC
en comparacion con el portador del VHB. Pueden utilizarse otros multiplos de diferencia, por ejemplo, 1,5 veces, 2
veces y 3 veces.

Las muestras de plasma de 11 pacientes de HCC independientes se secuenciaron ademas con una profundidad de
secuenciaciéon mucho menor. Se obtuvo una media de 28 millones de lecturas secuenciadas de estas 11 muestras de
plasma. Se calculé la PETR media en las posiciones 7.350.067 del conjunto H para cada uno de estos 11 pacientes
con HCC y se correlacion6 con la fraccion de ADN tumoral en el plasma. La fraccién de ADN tumoral en el plasma se
calculo a partir de la magnitud de las aberraciones del nimero de copias en el plasma, como se describié anteriormente
(Chan et al. Proc Natl Acad Sci USA. 2015;112:E1317-25).

La FIG. 29B muestra una correlacion entre la fraccion de ADN tumoral en plasma con la PETR en las posiciones del
conjunto H en 11 pacientes con HCC. Se pudo observar una correlacion positiva entre los dos parametros, lo que
sugiere que el promedio de la PETR en las posiciones preferidas del HCC (conjunto H) seria util para indicar la cantidad
de ADN tumoral en el plasma.

3. Confirmacion de que la posicion final esta relacionada con el higado

Para demostrar que las posiciones finales preferidas presentes en la muestra de ADN plasmatico del HCC o en la
muestra de ADN plasmatico del VHB estaban relacionadas con el higado, buscamos su presencia en muestras de
plasma recogidas de pacientes antes y después de la extirpacion quirirgica del HCC. Los datos se muestran en la
tabla 1. Las muestras antes y después de la cirugia se secuenciaron con coberturas genémicas haploides de 17x y
20x, respectivamente.

La tabla 1 muestra las posiciones finales preferidas por el HCC y las posiciones finales preferidas por el VHB en la
muestra de plasma recogida antes y después de la cirugia para extirpar el tumor del higado en el paciente con HCC.

Sitios de finalizacion Sitios de finalizacion
preferidos por el HCC preferidos por el VHB
Sitios de finalizacién preferidos antes de la
A 92 16
cirugia en HCC 1
Sitios de finalizacion preferidos después de la 5 4

cirugia en HCC 1

Como puede observarse en la tabla 1, hay reducciones en el nimero de posiciones finales preferidas tanto por el HCC
como por el VHB. Los datos del VHB sugieren que la mayoria de las posiciones finales preferidas son de origen
hepatico y su reduccion se debe a la disminucién de la masa de células hepaticas tras la cirugia. Por lo tanto, se
reduce la liberacién de moléculas de ADN acelular derivadas del higado en el plasma. Es interesante observar que en
la muestra prequirdrgica hay mas de 5 veces mas posiciones finales preferidas por el HCC que desaparecieron
después de la cirugia. Algunos de los extremos preferidos que mostraron desaparicién después de la cirugia proceden
del higado. La observacion de que en la misma muestra prequirirgica se detectaron muchas mas terminaciones
preferidas por el HCC que por el VHB sugiere que la mayoria de esas terminaciones son especificas del HCC y no
solo estan genéricamente asociadas al higado.

Hay una serie de aplicaciones que podrian derivarse de estos datos. Los datos indican que la deteccién de los
extremos preferidos del ADN acelular o del ADN plasmatico podria utilizarse para el seguimiento del tratamiento del
cancer. Por ejemplo, la reduccién posquirirgica de los extremos preferidos indica el éxito de la extirpacion quirlrgica
del HCC. Si el tumor no fue extirpado completamente o0 con éxito, la cantidad de extremos preferidos de ADN
plasmatico no mostraria una reduccién sustancial después de la cirugia. Esto se debe a que los focos tumorales o
metastasicos restantes serian una fuente para la liberacién continuada de ADN acelular o de ADN plasmatico con las
posiciones finales preferidas por el HCC. Los datos muestran que el seguimiento del tratamiento basado en el analisis
de los extremos preferidos del ADN acelular podria lograrse con una profundidad de secuenciacion relativamente baja.

Los datos también muestran que las posiciones finales preferidas del ADN plasmatico asociado a los tejidos o al cancer
podrian utilizarse para identificar el tejido de la patologia, incluido el tejido que alberga el cancer. Por ejemplo, se
podrian utilizar miltiples conjuntos de extremos preferidos de ADN acelular que se derivan de diferentes 6rganos. Asi
se podrian determinar las cantidades relativas de ADN acelular procedentes de diversos tejidos. Por tanto, esto podria
servir como estrategia para la deconvolucion de tejidos de ADN acelular. El tejido que, segun esta estrategia, presenta
la mayor desviacién (aumento significativo o reduccion significativa) respecto a los valores de referencia establecidos
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a partir de las muestras de control, seria el 6rgano o tejido con la patologia (por ejemplo, inflamacion o infeccion viral
como en el caso del portador del virus de la hepatitis B cronica) o el cancer.

Otra prueba para demostrar que los extremos preferidos del ADN plasmatico del HCC son especificos del cancer o
del HCC, los presentes inventores estudiaron el perfil de tamafio molecular de las moléculas de ADN plasmatico que
muestran los extremos preferidos por el HCC o el VHB (FIG. 30).

La FIG. 30 muestra la proporcion de ADN corto (<150 pb) detectado entre las moléculas de ADN plasmatico que
terminan con extremos preferidos por el HCC, extremos preferidos por el VHB o los extremos compartidos. La FIG. 30
muestra que las moléculas de ADN plasmatico que muestran los extremos preferidos por el HCC son generalmente
mucho mas cortas (alta proporcion de ADN corto) que las que muestran los extremos preferidos por el VHB. Jiang et
al (Jiang et al. Proc Natl Acad Sci USA. 2015;112:E1317-25) utilizaron previamente otro enfoque para demostrar que
las moléculas de ADN plasmatico derivadas del tumor son mas cortas que el ADN no tumoral de fondo. Dado que las
moléculas de ADN plasmatico con los extremos preferidos por el HCC son mucho mas cortas, es muy probable que
sean de origen tumoral. Por tanto, se podria mejorar la posibilidad de detectar las moléculas de ADN plasmatico con
los extremos preferidos por el HCC con una profundidad de secuenciacion ain menor, se puede enriquecer la muestra
con ADN corto.

4. Tasa de finalizacion basada en la ventana

En ofra realizacion, las posiciones preferentes de HCC pueden ampliarse para incluir los nucleétidos vecinos. La FIG.
31A ilustra este método. Se determinaria la relacion PETR basada en la ventana (w-PETR) entre el nimero de
fragmentos que terminan en la ventana A y los que terminan en la ventana B. El tamafio de la ventana Ay de la
ventana B puede ajustarse para conseguir el rendimiento deseado. El rendimiento de los diferentes tamarfios de las
ventanas puede obtenerse experimentalmente. Se puede ajustar el tamafio de la ventana A, por ejemplo, pero sin
limitacion, a 5 pb, 6 pb, 7 pb, 8 pb, 9 pb, 10 pb, 15 pb, 20 pb, 25 pb y 30 pb. El tamafio de la ventana B sera mayor
que el de la ventana A y puede ajustarse, por ejemplo, pero sin limitacién, a 20 pb, 25 pb, 30 pb, 40 pb, 50 pb, 60 pb,
70 pb, 80 pb, 100 pb, 120 pb, 140 pb, 160 ph, 180 pb y 200 pb. En el siguiente ejemplo ilustrativo, los tamafios de la
Ventana A y la Ventana B se fijaron en 20 pb y 150 pb, respectivamente.

La FIG. 31A muestra una ilustracién del principio de la w-PETR. El valor de w-PETR se calcula como la relacién entre
el nimero de fragmentos de ADN que terminan dentro de la ventana A y la ventana B. La ventana A es de mayor
tamafio y puede tener una amplitud de uno cuando se implementa PETR estandar. La ventana B se muestra mas
grande. Ambas ventanas se muestran centradas en la posicion final preferida, pero se puede utilizar otro
posicionamiento de las ventanas. En algunas realizaciones, la ventana A puede corresponder a una ventana final
preferida.

La FIG. 31B muestra una correlacién entre la fraccion de ADN tumoral y el valor de la w-PETR en los 11 pacientes
con HCC. Estos resultados sugieren que la w-PETR seria Gtil para determinar la cantidad de ADN derivado del tumor
en el plasma de los pacientes con cancer.

5. Uso de las posiciones finales mas altas por muestra

Los presentes inventores compararon el millbn de posiciones finales de ADN acelular mas frecuentemente
representadas entre los datos de una mujer embarazada, un portador crénico del virus de la hepatitis B (VHB), un
paciente con cancer de pulmén y dos con HCC. Para los pacientes con HCC, la biblioteca de secuenciacién de un
caso (HCC) se preparo mediante un protocolo sin PCR y la otra muestra (HCC PCR) se preparé mediante un protocolo
basado en la PCR. Todas las demas muestras se preparan mediante un protocolo sin PCR. La FIG. 32 muestra la
proporcion de posiciones finales preferidas cominmente compartidas detectadas en muestras de plasma de cada una
de las muestras estudiadas cuando se comparan con una muestra de plasma sanguineo del cordén umbilical
(cobertura del genoma haploide 210x).

La FIG. 32 muestra la proporcion de posiciones finales preferidas cominmente compartidas detectadas en muestras
de plasma de cada una de las muestras estudiadas cuando se comparan con una muestra de plasma sanguineo del
cordon umbilical (cobertura del genoma haploide 210x). Se muestran los porcentajes de los autosomas para cada uno
de embarazo, HCC, VHB, cancer de pulmoén y HCC detectados utilizando la PCR.

El alto nivel de coincidencia apoya de nuevo el concepto de que la fragmentacién del ADN plasmatico no es un proceso
aleatorio. Los datos del HCC y del HCC(PCR) muestran que el analisis de la posicion final preferida podria realizarse
utilizando cualquiera de los protocolos de preparacion de bibliotecas con o sin PCR. Es interesante observar que
todavia hay una proporcién de moléculas de ADN plasmaticas que no muestran extremos comunes. Los extremos no
comunes son los extremos preferidos representativos del estado fisiolégico, por ejemplo, el embarazo, el feto o la
placenta para la muestra; o el estado patolégico, por ejemplo, cancer. En la FIG. 33 se muestra una comparacién mas
detallada de los extremos preferidos del ADN plasmatico.

La FIG. 33 muestra un diagrama de Venn en el que se indica el nimero de posiciones finales preferidas que se
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observan comidnmente en dos 0 mas muestras, asi como las que solo se observaron en una muestra. Se secuencié
el ADN plasmatico de un paciente con cancer de pulmén con una cobertura del genoma haploide de 175x.

Cabe destacar de la FIG. 33 que 115.305 extremos preferidos son comunes en las tres muestras. Es probable que
procedan de la principal fuente de ADN plasmatico de fondo, por ejemplo, células sanguineas. El analisis también
muestra que habia 61.035 posiciones finales preferidas observadas en las muestras de plasma del paciente con HCC
y del paciente con cancer de pulmén. Estos extremos preferidos pueden ser comunes a varios tipos de cancer. Por
tanto, son derivados del cancer. Sin embargo, hay extremos que solo se detectaron en las moléculas de ADN
plasmatico del paciente con HCC (479.766 extremos) o del paciente con cancer de pulmon (749.237 extremos) pero
no en ambos. Por lo tanto, estos extremos preferidos muestran un mayor nivel de especificidad. Son especificos para
un tipo de tejido canceroso concreto. Basandose en el mismo razonamiento, se pueden utilizar estrategias de
extraccion similares para identificar extremos especificos de los canceres de un 6rgano concreto y de un tipo de
histologia determinado. Las moléculas de ADN plasmatico que presentan las diferentes clases de extremos podrian
utilizarse para diversas aplicaciones. Por ejemplo, se puede aspirar a detectar los extremos especificos del HCC o del
cancer de pulmon para la deteccién directa o el cribado del tipo de cancer especifico. Se pueden utilizar los extremos
comunes a las muestras de HCC y de cancer de pulmén para detectar o cribar el cancer en general. Se pueden utilizar
los extremos comunes mas genéricos como denominador para la normalizacion de la cantidad de extremos preferidos
asociados a la enfermedad detectados. Los extremos comunes genéricos también podrian detectarse con el fin de
detectar el signo de cualquier enfermedad (como un examen de salud general). Los resultados positivos de una prueba
de este tipo podrian servir de alerta para visitar a un médico para una investigacion mas detallada.

B. Comparacion entre las posiciones finales preferidas entre las muestras recogidas del individuo de la muestra pero
en diferentes momentos

Las posiciones finales preferidas de una afeccion particular también pueden obtenerse comparando los extremos de
los fragmentos de las muestras recogidas en diferentes puntos temporales. Por ejemplo, en un paciente oncolégico,
una muestra de plasma puede recogerse en el momento del diagnéstico y la otra muestra puede recogerse después
del tratamiento (por ejemplo, tras la reseccién quirdrgica del tumor). La diferencia en las posiciones finales puede
reflejar potencialmente la ausencia de la contribucion del ADN derivado del cancer en este Ultimo o la respuesta
corporal al cancer. En otro ejemplo, se puede hacer una comparacion entre las muestras de plasma recogidas de una
mujer embarazada tomadas antes y después del parto del feto.

En el siguiente ejemplo, se analizaron las muestras de plasma recogidas de 8 mujeres embarazadas. Para cada mujer
embarazada, se recogi6é una muestra de plasma antes del parto. En 6 de las 8 mujeres, se recogié una muestra de
plasma adicional en el momento del parto. Se recogieron multiples muestras de las ocho mujeres embarazadas a partir
de las 6 horas después del parto y se recogieron un total de 28 muestras de plasma después del parto. Las muestras
de ADN plasmatico se secuenciaron con una profundidad media de 6,49x la cobertura del genoma haploide. Las
lecturas secuenciadas de las muestras recogidas antes del parto y en el momento del mismo se agruparon para el
andlisis de la PETR y estas lecturas se denominaran "lecturas previas al parto". Las lecturas secuenciadas de las
muestras recogidas a las 6 horas del parto 0 mas tarde se agruparon para el andlisis de la PETR y estas lecturas se
denominarian lecturas "postparto”. Para identificar las posiciones de los nucleétidos que eran extremos preferidos para
el embarazo, se recuperaron las posiciones con una PETR al menos 4 veces mayor en las lecturas "antes del parto”
en comparacion con las lecturas "después del parto”. Se identificé un total de 45.281 sitios.

Se recluté una cohorte independiente de 8 mujeres en el primer trimestre del embarazo, cada una de ellas portadora
de un feto masculino, y se secuencié su ADN plasmatico. Se obtuvo una media de 20 millones de lecturas
secuenciadas de estas muestras de ADN plasmatico. Se determiné la media de los valores de PETR para los 45.281
sitios para cada una de las 8 mujeres embarazadas y estos valores se correlacionaron con la fraccion de ADN fetal en
el plasma que se estimé a partir de la proporcién de lecturas que se alineaban con el cromosoma Y (Chiu et al. BMJ
2011;342:c7401).

La FIG. 34A muestra una correlacién entre la fraccidon de ADN fetal en el plasma y la PETR media en el conjunto de
posiciones identificadas mediante la comparacion entre las muestras de ADN plasmatico "antes del parto" y "después
del parto". Estos resultados sugieren que el conjunto de posiciones identificadas seria el preferido para el ADN
procedente del feto y que el analisis de la PETR seria util para cuantificar el ADN fetal en el plasma materno.

De manera similar a la estrategia descrita anteriormente, los presentes inventores han aplicado el analisis de w-PETR
a este conjunto de posiciones preferidas para el embarazo. El tamafio de la ventana A y de la ventana B se fijo en
20 pb y 150 pb, respectivamente. En otras realizaciones, pueden utilizarse otros tamafios de la ventana.

La FIG. 34B muestra una correlacién entre la fraccién de ADN fetal en el plasma y el promedio de w-PETR en el
conjunto de posiciones identificadas a través de la comparacion entre las muestras de ADN plasmatico "antes del
parto" y "después del parto". Estos resultados sugieren que el andlisis de w-PETR en estas posiciones preferentes del
embarazo seria Util para cuantificar el ADN fetal en el plasma materno.
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C. Puntos finales comunes entre la misma afeccion

Comparamos el millén de posiciones finales preferidas mas frecuentemente observadas en el plasma de dos mujeres
embarazadas (FIG. 35A).

La FIG. 35A muestra el millon de posiciones finales preferidas del ADN plasmatico observadas con mayor frecuencia
entre dos mujeres embarazadas a las 18 semanas (mujer embarazada 1) y a las 38 semanas de gestacion (mujer
embarazada 2). Los datos muestran que estas mujeres compartian 217.947 extremos preferidos. Teniendo en cuenta
que ambas mujeres estan embarazadas, estos extremos proceden del feto, la placenta o los 6rganos que tienen una
mayor muerte celular (generacion de ADN plasmatico) durante el embarazo. Por lo tanto, estos marcadores son mas
Utiles para el seguimiento del embarazo o del bienestar fetal.

Los presentes inventores calcularon el valor de la PETR para este conjunto de muestras. Curiosamente, se observo
una correlacion (r de Pearson = 0,52, valor de p <0,0001) entre los valores de PETR de las moléculas de ADN del
plasma en las dos muestras de plasma materno (FIG. 35B).

La FIG. 35B muestra una comparacion de los valores de PETR del millén de posiciones finales preferidas mas
frecuentemente observadas en el plasma de dos mujeres embarazadas. El alto grado de correlacién indica una vez
mas que la fragmentacion del ADN en el plasma estd muy orquestada. Algunos sitios de finalizacién son mas
"preferidos" que otros. Curiosamente, incluso entre el millon de sitios "mas preferidos”, hay un rango dinamico
relativamente amplio de PETR. Si uno tuviera que elegir varios o un subconjunto de extremos preferidos para la
deteccién selectiva, por ejemplo, para hacer pruebas de deteccidn de enfermedades, hay que elegir los que se
comparten cominmente entre el grupo de enfermedades de interés, idealmente no se observan o son menos
prevalentes en el grupo de control sin enfermedad y, en particular, en las posiciones finales con una PETR muy
elevada.

VIIl. METODOS QUE UTILIZAN POSICIONES FINALES ESPECIFICAS DE LOS TEJIDOS

La FIG. 36 es un diagrama de flujo de un método 3600 de analisis de una muestra bioldgica para determinar una
clasificacion de una contribucién proporcional del primer tipo de tejido en una mezcla de acuerdo con las realizaciones
de la presente invencion. La muestra biologica incluye una mezcla de moléculas de ADN acelular de una pluralidad
de tipos de tejidos que incluye un primer tipo de tejido.

En el bloque 3610, se identifica un primer conjunto de posiciones genémicas en las que los extremos de las moléculas
de ADN acelular del primer tipo de tejido se producen con una frecuencia superior a un umbral. En la seccién X.B se
facilitan detalles adicionales acerca del bloque 3610, asi como de otros bloques que realizan la identificacién de las
posiciones terminales preferidas. Los detalles de otros bloques de otros métodos también se pueden encontrar en la
seccion X.

En el bloque 3620, se analiza una primera pluralidad de moléculas de ADN acelular de la muestra bioldgica de un
sujeto. El andlisis de una molécula de ADN acelular incluye la determinacién de una posicién genémica en un genoma
de referencia correspondiente a al menos un extremo de la molécula de ADN acelular. El bloque 3620 puede realizarse
de forma similar a otros bloques para analizar moléculas de ADN acelular, por ejemplo, el bloque 1320.

En el bloque 3630, se determina que un primer nimero de la primera pluralidad de moléculas de ADN acelular termina
dentro de una de una pluralidad de ventanas. La determinacion se realiza a partir del analisis de la primera pluralidad
de moléculas de ADN acelular. Cada ventana incluye al menos una del primer conjunto de posiciones genémicas.

En el bloque 3640, se calcula una abundancia relativa de la primera pluralidad de moléculas de ADN acelular que
termina dentro de una de la pluralidad de ventanas. La abundancia relativa puede determinarse normalizando el primer
numero de la primera pluralidad de moléculas de ADN acelular mediante un segundo nimero de moléculas de ADN
acelular. El segundo nimero de moléculas de ADN acelular incluye moléculas de ADN acelular que terminan en un
segundo conjunto de posiciones gendmicas fuera de la pluralidad de ventanas que incluyen el primer conjunto de
posiciones genémicas.

Como se ha descrito para la FIG. 27A, el segundo conjunto de posiciones gendémicas puede ser tal que los extremos
de las moléculas de ADN acelular de un segundo tipo de tejido se produzcan a una tasa superior al umbral en la al
menos una muestra adicional, donde el segundo tipo de tejido tiene una pluralidad de segundos alelos especificos del
tejido en la al menos una muestra adicional. El segundo conjunto de posiciones genémicas puede determinarse
utilizando moléculas de ADN acelular de la menos una muestra adicional que incluyan al menos uno de la pluralidad
de segundos alelos especificos del tejido. Dado que puede excluirse el conjunto G de ambos conjuntos utilizados para
determinar la FIG. 27B, las posiciones genémicas en las que los extremos de las moléculas de ADN acelular que
tienen un alelo compartido entre el primer tipo de tejido y el segundo tipo de tejido ocurren en una segunda tasa por
encima del umbral pueden ser excluidas del primer conjunto de posiciones gendémicas y excluidas del segundo
conjunto de posiciones genémicas.
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En el bloque 3650, la clasificacién de la contribucién proporcional del primer tipo de tejido se determina comparando
la abundancia relativa con uno o mas valores de calibracién determinados a partir de una o mas muestras de
calibracién cuyas contribuciones proporcionales del primer tipo de tejido se conocen.

Sila contribucién proporcional es alta, pueden realizarse acciones adicionales, tales como una intervencién terapéutica
o la obtencion de imagenes del sujeto (por ejemplo, si el primer tipo de tejido corresponde a un tumor). Por ejemplo,
una investigacion puede utilizar modalidades de imagen, por ejemplo, tomografia computarizada (TC) o resonancia
magnética (RM), del sujeto (todo el sujeto o una parte especifica del cuerpo (por ejemplo, el torax o el abdomen), o
especificamente del 6rgano candidato) que puede realizarse para confirmar o descartar la presencia de un tumor en
el sujeto. Si se confirma la presencia de un tumor, puede realizarse un tratamiento, por ejemplo, cirugia (con bisturi o
con radioterapia) 0 quimioterapia.

El tratamiento puede proporcionarse segun el nivel de cancer determinado, las mutaciones identificadas y/o el tejido
de origen. Por ejemplo, una mutacién identificada (por ejemplo, en el caso de las implementaciones polimérficas)
puede tratarse con un farmaco o quimioterapia particular. El tejido de origen puede utilizarse para guiar una cirugia o
cualquier otra forma de tratamiento. Asimismo, el nivel de cancer puede utilizarse para determinar la agresividad de
cualquier tipo de tratamiento, que también puede determinarse en funcién del nivel de cancer.

IX. DETERMINACION DEL GENOTIPO

Dado que se pueden determinar las posiciones finales preferidas para un tipo de tejido concreto, las moléculas de
ADN acelular que terminan en esas posiciones finales preferidas tienen una alta probabilidad de ser de ese tejido. En
algunas situaciones, un tipo de tejido particular en una mezcla de ADN acelular puede tener un genotipo diferente en
una posicién genémica particular en relacién con otros tipos de tejido. Por ejemplo, el tejido fetal o el tejido tumoral
pueden tener un genotipo diferente. Dado que las moléculas de ADN acelular tienen una alta probabilidad de ser del
tipo de tejido de interés, la molécula de ADN acelular que termina en dicha posicion puede analizarse para determinar
un genotipo del tipo de tejido en esa posicion. De esta manera, la posicion final preferida puede utilizarse como filtro
para identificar el ADN del tipo de tejido.

A. Genotipo fetal

La informacién relativa a las posiciones finales de los fragmentos de ADN plasmatico secuenciados puede utilizarse
para determinar qué alelo materno ha sido heredado por el feto de la mujer embarazada. En este punto, utilizamos un
ejemplo hipotético para ilustrar el principio de este método. Se supone que los genotipos de la madre, el padre y el
feto son AT, TT y TT, respectivamente. Para determinar el genotipo fetal, es necesario determinar si el feto ha
heredado el alelo A o el T de la madre. Los presentes inventores han descrito con anterioridad un método denominado
andlisis de la dosis relativa de mutaciones (RMD) (Lun et al. Proc Natl Acad Sci USA 2008;105:19920-5). En este
método, se compararia la dosis de los dos alelos maternos en el plasma materno. Si el feto ha heredado el alelo T
materno, el feto seria homocigoto para el alelo T. En este escenario, el alelo T estaria sobrerrepresentado en el plasma
materno en comparacion con el alelo A. Por otro lado, si el feto ha heredado el alelo A de la madre, el genotipo del
feto seria AT. En este escenario, los alelos Ay T estarian presentes en aproximadamente la misma dosis en el plasma
materno porque tanto la madre como el feto serian heterocigotos para AT. Por tanto, en el analisis RMD, se compararia
la dosis relativa de los dos alelos maternos en el plasma materno. Las posiciones finales de las lecturas secuenciadas
pueden analizarse para mejorar la precision de la estrategia de RMD.

La FIG. 37 muestra las moléculas de ADN plasmatico materno que portan diferentes alelos al alinearse con un genoma
de referencia cerca de una posicion final especifica del feto. Las moléculas en lineas continuas proceden de la madre
y las moléculas en lineas de puntos proceden del feto. Las moléculas de ADN fetal son mas propensas a terminar en
las posiciones finales especificas del embarazo. En una realizacién, las moléculas que terminan en las posiciones
finales especificas del embarazo pueden tener mas peso en el analisis de RMD. En otra realizacién, solo los
fragmentos de ADN plasmatico que terminan en posiciones especificas del embarazo se utilizan para el analisis
posterior. Esta seleccion puede enriquecer potencialmente los fragmentos de ADN plasmatico derivados del feto para
su analisis posterior.

La FIG. 37 muestra las moléculas de ADN plasmatico en una mujer embarazada cuyo genotipo es AT. Los fragmentos
de ADN derivados de los tejidos maternos estan en linea continua y los fragmentos de ADN derivados del feto estan
en linea de puntos. Es mas probable que las moléculas de ADN fetal terminen en la posicion final especifica del
embarazo.

En este ejemplo ilustrativo, las dos moléculas que terminan en la posicion final especifica del embarazo portan el alelo
T. En una realizacion, solo las dos moléculas que terminan en la posicion final especifica del embarazo se utilizaron
para el analisis posterior y el genotipo fetal se deduciria como TT. En otra realizacion, las dos moléculas procedentes
del feto que portan el alelo T tendrian un mayor peso en el andlisis RMD porque estas dos moléculas terminan en una
posicion final especifica del embarazo. Se puede dar una ponderacién diferente a las moléculas que terminan en las
posiciones finales especificas del embarazo, por ejemplo, pero sin limitacién, 1,1,1,2,1,3,1,4, 1,5, 2, 2,5, 3y 3,5.
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A modo de ejemplo, el criterio para determinar si un locus es heterocigoto puede ser un umbral de dos alelos que
aparezcan cada uno en al menos un porcentaje predeterminado (por ejemplo, el 30 % o el 40 %) de lecturas alineadas
con el locus. Si un nucleétido aparece en un porcentaje suficiente (por ejemplo, el 70 % o mas), se puede determinar
que el locus es homocigoto en el GC.

B. Genotipo del cancer

Se puede realizar una técnica similar para las posiciones finales especificas del cancer. Por ejemplo, puede
identificarse una posicion terminal preferida del cancer como se ha descrito anteriormente. Pueden identificarse y
analizarse moléculas de ADN acelular que terminan en la posicién final preferida por el cancer. La base
correspondiente (por ejemplo, alineada) a esta posicién puede determinarse para cada molécula de ADN acelular de
este conjunto, y los porcentajes de las bases totales pueden calcularse para cada base. Por ejemplo, se puede
determinar el porcentaje de C que se observa en las moléculas de ADN acelular que terminan en esa posicién. Si no
se observa C en el tejido sano del sujeto, C puede identificarse como una mutacién si se identifica un nimero suficiente
de C, por ejemplo, por encima de un nimero umbral, que puede depender de la fraccién de ADN tumoral medida en
la muestra.

C. Técnicas de filtrado

Para filtrar las moléculas de ADN acelular que proceden del tejido tumoral se pueden utilizar otros criterios ademas de
la posicion final. Los otros criterios también pueden utilizarse para el escenario fetal.

La especificidad en la identificacion de un genotipo de cancer (por ejemplo, que incluya una mutacién especifica del
cancer) y cualquier prueba que utilice dichos genotipos (por ejemplo, el uso de la carga mutacional para determinar
un nivel de cancer) puede mejorarse aplicando criterios de filtrado a los locus en los que se hayan alineado una o mas
lecturas de la secuencia que tengan una mutaciéon. A modo de ejemplo para el cancer, se puede conseguir una alta
especificidad puntuando una firma genética o gendmica como positiva solo cuando existe una alta confianza en que
esté asociada al cancer. Esto podria lograrse minimizando el nimero de errores de secuenciacion y alineacién que
pueden identificarse errbneamente como una mutacién, por ejemplo, mediante la comparacién con el perfil genémico
de un grupo de controles sanos, o puede lograrse mediante la comparacion con el propio ADN constitutivo de la
persona o puede lograrse mediante la comparacion con el perfil genémico de la persona en un momento anterior.

Pueden aplicarse varios criterios de filtrado para evaluar la probabilidad de que un fragmento de ADN acelular proceda
del tumor vy, por tanto, pueda considerarse un fragmento de ADN de cancer informativo. Cada uno de los criterios de
filtrado podria utilizarse individualmente, independientemente, colectivamente con igual ponderacion o diferentes
ponderaciones, o en serie en un orden especificado, o condicionalmente en funcién de los resultados de los pasos de
filtrado anteriores. Para su uso condicional, puede utilizarse una estrategia bayesiana, asi como una estrategia basada
en arboles de clasificacién o decision. El uso individual de un criterio puede significar el uso de un solo criterio. Un uso
independiente puede implicar mas de un criterio de filtrado, pero cada criterio de filtrado no depende de la aplicacién
de otro criterio de filtrado (por ejemplo, se puede aplicar en paralelo), en contraste con una aplicaciéon en serie en
ordenes especificas. Como ejemplo de uso colectivo utilizando ponderaciones, pueden utilizarse técnicas de
inteligencia artificial. Por ejemplo, el aprendizaje supervisado puede utilizar cargas mutacionales medidas de muestras
con clasificaciones conocidas para entrenar cualquier modelo. Los datos de secuenciacién de un gran nimero de
individuos (por ejemplo, cientos, miles o millones) pueden utilizarse para entrenar los modelos. Indicado de un modo
mas sencillo, dichas muestras conocidas pueden utilizarse para determinar los valores umbral de una o mas
puntuaciones determinadas a partir de los criterios de filtrado para determinar si una mutacién es valida o no.

Un fragmento de ADN podria recibir una mayor ponderacion del caracter informativo o de la especificidad del cancer
si muestra mas de un cambio especifico del cancer. Por ejemplo, muchos canceres estan globalmente hipometilados,
especialmente en las regiones no promotoras. Se ha demostrado que el ADN canceroso es mas corto que el ADN no
canceroso en el plasma. Los fragmentos de ADN plasmatico derivados del tumor tienden a fragmentarse en algunos
lugares especificos. Por consiguiente, un fragmento de ADN plasmatico de tamafio corto (por ejemplo, <150 pb) (Jiang
et al. Proc Natl Acad Sci USA 2015; 112: E1317-1325), con uno o ambos extremos que caen en ubicaciones finales
asociadas al cancer, muestra una mutacién de un solo nucleétido, y se localiza en una regién no promotora, y tiene
un sitio de CpG hipometilado se consideraria con mayores probabilidades de que esté asociado al cancer. La deteccion
del ADN hipometilado podria lograrse con el uso de la conversién del ADN en bisulfito o la secuenciacion directa de
una sola molécula que podria distinguir la metilcitosina de la no metilcitosina. En la presente solicitud, los presentes
inventores describen procesos, protocolos y etapas para aumentar la especificidad en la identificacion de fragmentos
de ADN de cancer informativos. Por ejemplo, se pueden utilizar uno o varios criterios de filtrado para aumentar la
especificidad. Por ejemplo, se pueden utilizar uno o varios criterios de filtrado para aumentar la especificidad, tal como
aproximadamente con una especificidad de al menos el 80 %, 90 %, el 95 % 0 el 99 %.

1. Uso de la localizacion del extremo del ADN en el plasma

Como se ha descrito anteriormente, se puede realizar el filtrado de posibles mutaciones especificas del cancer o
asociadas al cancer o al feto, basandose en la coordenada del nucleotido terminal (posicién final). Como se ha descrito
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anteriormente, los presentes inventores han identificado localizaciones terminales de fragmentos de ADN que no son
aleatorias y que varian en funcién del tejido de origen. Por tanto, la localizacién terminal puede utilizarse para
determinar la probabilidad de que una secuencia leida con una supuesta mutacion proceda realmente de tejido fetal o
de tejido tumoral.

Recientemente, se ha demostrado que el patrén de fragmentacion del ADN plasmatico no es aleatorio (Snyder et al.
Cell 2016; 164: 57-68 y el documento PCT WO 2016/015058 A2). El patron de fragmentacioén del ADN en el plasma
esta influenciado por el posicionamiento nucleosémico, los sitios de unién de factores de transcripcion, los sitios de
corte o hipersensibles a DNasas, los perfiles de expresion (Snyder et al. Cell 2016; 164: 57-68 y el documento PCT
WO 2016/015058; Ivanov et al. BMC Genomics 2015; 16 Supl. 13:S1) y los perfiles de metilacién del ADN (Lun et al.
Clin Chem 2013; 59: 1583-1594) en el genoma de las células que han aportado las moléculas de ADN plasmatico. Por
tanto, los patrones de fragmentacion son diferentes para las células de diferentes origenes tisulares. Aunque hay
regiones gendémicas que muestran fragmentos mas frecuentes, los lugares de corte del ADN real dentro de la regién
podrian seguir siendo aleatorios.

Los presentes inventores barajan la hipotesis de que los diferentes tejidos estan asociados a la liberacién de
fragmentos de ADN plasmatico que tienen diferentes sitios de corte, o ubicaciones finales. En otras palabras, incluso
los lugares de corte especificos no son aleatorios. De hecho, los presentes inventores han demostrado que un
subconjunto de moléculas de ADN plasmatico en pacientes con cancer muestran ubicaciones finales diferentes a las
de los pacientes sin cancer. Algunas realizaciones pueden utilizar moléculas de ADN plasmatico con dichas
localizaciones finales asociadas al cancer como fragmentos de ADN de cancer informativos, o utilizar dicha informacién
de localizacion final como criterio de filtrado, por ejemplo, junto con uno o mas criterios de filtrado. Por tanto, con la
identificacién de esas localizaciones finales del ADN plasmatico asociadas al cancer, se podria puntuar el fragmento
de ADN plasmatico como un fragmento de ADN canceroso informativo o atribuir una ponderacion diferencial basada
en la naturaleza de la localizacién final de dicho fragmento. Estos criterios pueden utilizarse para evaluar la
probabilidad de que los fragmentos tengan su origen en un cancer, ciertos 6rganos, o el cancer de ciertos 6rganos.
Dicha ponderacién puede utilizarse para modificar la contribucion de una base concreta de un fragmento de ADN
determinado al porcentaje total de una base concreta vista en la posicion.

Por consiguiente, la probabilidad de que un fragmento de ADN plasmatico sea un fragmento de ADN de cancer
informativo seria mucho mayor si muestra una supuesta mutacion y/o un cambio de metilacion asociado al cancer, asi
como las localizaciones finales que estan asociadas al cancer. Varias realizaciones pueden también tener en cuenta
el estado de dicho fragmento y su longitud, o cualquier combinacién de dichos y otros parametros. Para un fragmento
de ADN plasmatico que tiene dos extremos (0 potencialmente hasta cuatro extremos, como se describe en una seccion
siguiente), se puede modificar alin mas la ponderacion para identificarlo como un fragmento derivado del cancer
teniendo en cuenta si uno o ambos extremos estan asociados al cancer o provienen de un tipo de tejido asociado al
cancer. En una realizacién, puede utilizarse una estrategia similar basada en las ubicaciones finales para la deteccién
de mutaciones asociadas con otras patologias o procesos biolégicos (por ejemplo, mutaciones causadas por el
proceso de envejecimiento o mutaciones causadas por factores mutagénicos ambientales).

También se puede utilizar una estrategia similar para identificar mutaciones de novo de un feto mediante la
secuenciacion del ADN en el plasma de una mujer embarazada portadora del feto. Por tanto, tras la identificacion de
las localizaciones finales que son especificas o relativamente especificas para la placenta, se puede atribuir una mayor
ponderacién a que una supuesta mutacion fetal de novo sea verdadera si dicho fragmento de ADN en el plasma
materno también porta una localizacién final especifica de la placenta o enriquecida por la misma. Dado que un
fragmento de ADN plasmatico tiene dos extremos, se puede modificar ain mas la ponderacion para identificarlo como
un fragmento derivado del feto teniendo en cuenta si uno 0 ambos extremos estan asociados a la placenta.

Como se muestra en la FIG. 16, los fragmentos de ADN plasmatico con nucleétidos terminales que terminan
exactamente en las 536.772 posiciones finales especificas del HCC tendrian mas probabilidades de proceder del
tumor. Por el contrario, los fragmentos de ADN plasmatico con nucleétidos terminales que terminan exactamente en
las posiciones finales especificas del embarazo o en las posiciones compartidas por los dos casos tendrian menos
probabilidades de proceder del tumor, siendo las posiciones finales especificas del embarazo potencialmente menos
probables y a las que se les da una menor ponderacion en cualquier realizacion que utilice ponderaciones.

Por consiguiente, |a lista de posiciones finales principales que son especificas para el caso del HCC puede utilizarse
para seleccionar las mutaciones asociadas al cancer, y la lista de posiciones finales principales que son especificas
para el caso de la embarazada o compartidas por ambos casos puede utilizarse para filtrar las mutaciones falsas
positivas. Se puede utilizar un procedimiento similar para identificar las mutaciones fetales y filtrar las mutaciones
falsas positivas para pruebas prenatales no invasivas.

En general, para identificar dichas localizaciones finales del ADN plasmatico biologicamente relevantes, las muestras
de ADN plasmatico de grupos de individuos con diferentes enfermedades o antecedentes epidemiolégicos o perfiles
fisiologicos podrian compararse con muestras de otro grupo de individuos sin dichas enfermedades o antecedentes o
perfiles. En una realizacién, cada una de estas muestras se pudo secuenciar en profundidad para poder identificar las
posiciones finales comunes de los fragmentos de ADN plasmatico dentro de cada muestra. En otra realizacion, los
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datos de la secuencia del grupo de personas con perfil complementario podrian agruparse para la identificacion de
localizaciones finales comunes representativas de la enfermedad o del perfil fisiolégico.

Cada fragmento de ADN plasmatico de una muestra podria interrogarse individualmente y se le asignaria una
puntuacién de probabilidad en funcion de la localizacién final. La puntuacién de probabilidad para una determinada
localizacion final puede depender de la separacién en una cantidad de lecturas de la secuencia (por ejemplo, un
porcentaje de lecturas de la secuencia u otro valor normalizado por la profundidad de la secuenciacion en las muestras)
que terminan en la localizacion final para los individuos objetivo (por ejemplo, el cancer) en relacién con la cantidad
de lecturas de la secuencia que terminan para el grupo de control. Una mayor separacién conllevaria una mayor
especificidad y, por tanto, se puede aplicar una mayor puntuacién de probabilidad. Por consiguiente, podria realizarse
la clasificacién de los fragmentos de ADN plasmatico con localizaciones finales especificas en probablemente
asociados a la enfermedad o no, fetales o maternas, etc.

Como alternativa, los fragmentos de ADN plasmatico procedentes de la misma regién podrian interpretarse
colectivamente, a saber, la tasa de finalizacién en un nucleétido concreto puede calcularse normalizando a la
profundidad de secuenciacion. De esta manera, se pueden identificar ciertos nucleétidos como lugares finales
comunes en relacién con otros lugares del genoma, por ejemplo, solo se basa en el analisis de una muestra de un tipo
concreto, aunque pueden usarse mas muestras. Por consiguiente, podria realizarse |a clasificacion de los fragmentos
de ADN plasmatico con localizaciones finales especificas en probablemente asociados a la enfermedad o no, fetales
o maternas, etc. Para las posiciones que muestran altas frecuencias de fragmentos de ADN plasmatico con dichas
ubicaciones finales de ADN plasmatico biolégicamente relevantes, se podria determinar que dichos locus estan
enriquecidos con el ADN biolégicamente relevante y, por lo tanto, se incluirian como un grupo de fragmentos de ADN
plasmatico de alta probabilidad como asociados al cancer o especificos del feto o asociados a otras enfermedades o
procesos biolégicos. El nivel de probabilidad puede basarse en lo alto que sea el indice de un determinado nucleétido
en relacién con otros nucleétidos, de manera similar a las comparaciones entre los distintos grupos, como se ha
descrito anteriormente.

2. Resultados

A fin de ilustrar la eficacia de esta estrategia, las posibles mutaciones asociadas al cancer se identificaron directamente
a partir de los datos de secuenciacion del ADN plasmatico del paciente con HCC. Los cambios de un solo nucleétido
que estaban presentes en las lecturas de la secuencia de al menos dos fragmentos de ADN plasmatico se
consideraron como posibles mutaciones asociadas al cancer. También se secuencio el tejido tumoral y las mutaciones
que estaban presentes en el tejido tumoral se consideraron verdaderas mutaciones asociadas al cancer.

En el cromosoma 8, se identificd un total de 20.065 posibles mutaciones a partir de los datos de secuenciacion del
ADN plasmatico del paciente con HCC sin utilizar el analisis de corte dindmico. Una variante de secuencia se
consideraria una posible mutacién si la variante de secuencia estuviera presente en al menos dos fragmentos de ADN
secuenciados. Se identificaron 884 mutaciones somaticas verdaderas a partir del resultado de la secuenciacion del
tejido tumoral. Las 20.065 supuestas mutaciones incluian 802 (91 %) de las 884 mutaciones reales. Por tanto, solo el
4 % de las supuestas mutaciones eran verdaderas mutaciones somaticas en el tejido tumoral, lo que dio un PPV del
4 %.

Para mejorar la precision de la deteccion de las mutaciones somaticas, obteniéndose de este modo un genotipo de
cancer, los presentes inventores utilizaron los siguientes algoritmos de filtrado basados en las posiciones de los
nucleétidos terminales de las lecturas de la secuencia que portan las supuestas mutaciones. (1). Para cualquier
supuesta mutacion, si hay al menos una lectura de la secuencia que porte la mutacién y que termine en posiciones
finales especificas de HCC, la mutacién se calificaria para el andlisis mutacional posterior. (2). Se eliminaria una
lectura de secuencia que portase una supuesta mutacion pero que terminara en cualquier posicion final especifica del
embarazo o en las posiciones compartidas por ambos casos. Una mutacion se calificaria para el analisis mutacional
posterior solo si hubiera dos 0 mas lecturas de la secuencia que mostraran la misma mutacion tras la eliminaciéon de
las lecturas basadas en este algoritmo.

Aplicando los algoritmos de filtrado 1 y 2 indicados anteriormente, se obtuvieron los resultados en la tabla 2. Los
efectos de la aplicacion de diferentes algoritmos de filtrado basandose en la posicién de los nucleétidos terminales, o
de los extremos, de los fragmentos de ADN portadores de las supuestas mutaciones.

Tabla 2
Sin filtro Inclusién de mutaciones Eliminacion de lecturas con | Aplicando ambos
con extremos especificos extremos compartidos o algoritmos de
de HCC (filtro 1) | especificos del embarazo (filtro filtrado
2)
N.% de supuestas 20.065 1.526 2.823 434
mutaciones
identificadas
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(continuacion)

Sin filtro Inclusién de mutaciones Eliminacion de lecturas con | Aplicando ambos

con extremos especificos extremos compartidos o algoritmos de

de HCC (filtro 1) | especificos del embarazo (filtro filtrado

2)

Porcentaje de 91 % 29 % 88 % 40 %
mutaciones
verdaderas
detectadas

PPV 4% 17 % 28 % 71 %

Hubo una mejora sustancial en el PPV al adoptar cualquiera de los tres algoritmos que requerian que las localizaciones
finales fueran especificas del HCC o que el algoritmo filirara las posiciones especificas del embarazo o las
compartidas. Aplicando ambos algoritmos, el PPV aument6 al 71 %.

Se puede identificar otro nimero de localizaciones finales asociadas al HCC y al embarazo para cada cromosoma, o
incluso para otra regidon gendémica, o incluso para todo el genoma, por ejemplo, pero sin limitacion, 0,5 millones,
2 millones, 3 millones, 4 millones, 5 millones, 6 millones, 7 millones, 8 millones, 9 millones o 10 millones. En diversas
realizaciones, se pueden determinar las localizaciones finales mas frecuentes en las moléculas de ADN plasmatico en
una o mas cohortes de pacientes con cancer, siendo cada cohorte de un tipo de cancer. Ademas, las localizaciones
finales mas frecuentes en las moléculas de ADN plasmatico pueden determinarse para los sujetos sin cancer. En una
realizacion, estos pacientes con cancer y los sujetos sin cancer pueden subdividirse en grupos con diferentes
parametros clinicos, por ejemplo, el sexo, estado de tabaquismo, la salud previa (por ejemplo, el estado de hepatitis,
diabetes, peso), etc.

Como parte de la utilizacion de estos criterios de filtrado, el analisis estadistico puede utilizarse para identificar las
posiciones que tienen mayor probabilidad de ser nucleétidos terminales o ubicaciones finales del ADN circulante para
diferentes condiciones fisiolégicas y patolégicas. Los ejemplos de los analisis estadisticos incluyen, entre otros, la
prueba de la t de Student, la prueba de Chi-cuadrado, y pruebas basadas en la distribucién binomial o en la distribucién
de Poisson. Para estos analisis estadisticos, se pueden utilizar diferentes cortes de valores de p, por ejemplo, pero
sin limitacion, 0,05, 0,01, 0,005, 0,001 y 0,0001. Los puntos de corte del valor de p también pueden ajustarse para las
comparaciones multiples.

D. Método para determinar el genotipo

La FIG. 38 es un diagrama de flujo de un método 3800 de analisis de una muestra biolégica para determinar un
genotipo del primer tipo de tejido de acuerdo con las realizaciones de la presente invencion. La muestra biologica
incluye una mezcla de moléculas de ADN acelular de una pluralidad de tipos de tejidos que incluye el primer tipo de
tejido. El primer tipo de tejido tiene potencialmente un genotipo diferente al de otros tipos de tejido de la pluralidad de
tipos de tejido. Se pueden determinar los genotipos en multiples posiciones genémicas.

En el bloque 3810, se identifica una primera posicién genémica en la que los extremos de las moléculas de ADN
acelular del primer tipo de tejido se producen a una tasa superior a un umbral. El bloque 3810 puede realizarse de un
modo similar al bloque 3610. La seccién X.B proporciona ejemplos adicionales para realizar el bloque 3810.

En el bloque 3820, se analiza una primera pluralidad de moléculas de ADN acelular de la muestra biologica de un
sujeto. El andlisis de una molécula de ADN acelular incluye la determinacién de una posicién gendémica en un genoma
de referencia correspondiente a al menos un extremo de la molécula de ADN acelular. El bloque 3620 puede realizarse
de forma similar a otros bloques para analizar moléculas de ADN acelular.

En el bloque 3830, se identifica un conjunto de moléculas de ADN acelular que terminan en la primera posicién
genomica basandose en el analisis de la primera pluralidad de moléculas de ADN acelular. A modo de ejemplo, el
conjunto puede identificarse mediante la alineacion de las lecturas de la secuencia de las sondas detectadas que
tienen posiciones finales conocidas. En el presente documento se proporcionan otros ejemplos.

En algunas realizaciones, puede realizarse un filtrado adicional, por ejemplo, como se ha descrito anteriormente. Por
ejemplo, puede ser necesario que el tamafio de una molécula de ADN acelular sea menor que una cantidad
especificada, por ejemplo, dado que el tejido fetal y el tejido tumoral son generalmente mas cortos que los fragmentos
de ADN de las células sanas. En una implementacién, el conjunto de moléculas de ADN acelular puede filtrarse para
excluir o modificar una ponderacion de al menos una de las moléculas de ADN acelular que terminan en la primera
posicion genémica. El genotipo puede determinarse utilizando un conjunto filtrado de moléculas de ADN acelular.

En diversas realizaciones, el filtrado puede utilizar al menos uno de: el tamafio de una molécula de ADN acelular, un
estado de metilacion de la molécula de ADN acelular en una o mas posiciones (por ejemplo, si un sitio de CpG esta
metilado o no), y si la molécula de ADN acelular cubre una o mas posiciones genémicas en las que los extremos de
las moléculas de ADN acelular del primer tipo de tejido se producen a una tasa superior a un umbral. El estado de
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metilacion puede proporcionar una firma del primer tipo de tejido, como se ha descrito anteriormente.

En el bloque 3840, para cada molécula de ADN acelular del conjunto de moléculas de ADN acelular, se determina la
base correspondiente (nucleétido) que se encuentra en la primera posicién gendémica. Se puede determinar el nimero
total de moléculas con cada base y calcular un porcentaje para cada base.

En el bloque 3850, el genotipo del primer tipo de tejido en la primera posicién gendémica se determina utilizando las
bases correspondientes que aparecen en la primera posicion genémica en el conjunto de moléculas de ADN acelular.
En diversas implementaciones, un alto porcentaje de una sola base (por ejemplo, por encima del 80 %, 85 % 0 90 %)
puede indicar que el genotipo es homocigoto para la base, mientras que dos bases con porcentajes similares (por
ejemplo, entre el 30-70 %) pueden llevar a determinar que el genotipo es heterocigoto. Por consiguiente, los
porcentajes de cada base pueden compararse con los valores de corte para el genotipo. En algunas realizaciones, se
puede determinar un valor de corte basado en una contribucion proporcional del primer tipo de tejido a la muestra.

Por tanto, en algunas realizaciones, la determinacién del genotipo del primer tipo de tejido en la primera posicién
genomica puede incluir la determinacién de una contribucién porcentual para cada una de una pluralidad de bases y
la comparacién de cada una de las contribuciones porcentuales con uno o mas valores de corte. En un ejemplo, un
primer valor de corte puede corresponder a un genotipo homocigoto de una primera base cuando el porcentaje de
contribucion de la primera base esta por encima del primer valor de corte. En otros ejemplos, un primer valor de corte
y un segundo valor de corte pueden corresponder a un genotipo heterocigoto para una primera base y una segunda
base cuando las contribuciones porcentuales de la primera base y la segunda base estan por encima del primer valor
de corte y por debajo del segundo valor de corte.

En algunas realizaciones, se puede realizar una ponderacién para cada molécula de ADN acelular en el conjunto
identificado en el bloque 3830. Por ejemplo, si la probabilidad de que la molécula de ADN acelular sea del primer tipo
de tejido es del 80 %, la ponderacion puede ser 0,8. La contribucién total de todos los coeficientes de ponderaciéon
para una base concreta puede sumarse para determinar las cantidades respectivas de cada base. Las cantidades
respectivas pueden utilizarse para determinar un porcentaje de contribucién para cada base, donde los porcentajes
pueden utilizarse para determinar el genotipo.

Por consiguiente, el filirado puede asignar una ponderacién a la molécula de ADN acelular correspondiente a una
probabilidad de que la molécula de ADN acelular sea del primer tipo de tejido. Se puede determinar una suma
ponderada para cada una de una pluralidad de bases (por ejemplo, solo las detectadas, que pueden ser 2, 30 4). En
caso de que solo se detecte una base, se puede determinar un genotipo homocigoto para esa Unica base. Se puede
determinar un porcentaje de contribucion para cada una de la pluralidad de bases utilizando las sumas ponderadas,
donde el genotipo se determina utilizando las contribuciones porcentuales.

X. DETALLES ADICIONALES

Varias realizaciones descritas anteriormente identifican las posiciones finales preferidas para determinados tejidos,
donde algunas de las posiciones finales preferidas pueden ser contiguas, formando asi una ventana final preferente.
Se pueden utilizar diferentes métricas para identificar las tasas de aparicién de moléculas de ADN acelular en las
ventanas genoémicas (por ejemplo, una posicién gendémica para la ventana mas pequefia). A continuacién, se ofrecen
mas detalles sobre estas operaciones, asi como detalles sobre la determinacion de la posicion final de una molécula
de ADN acelular en un genoma de referencia. Estas técnicas especificas pueden utilizarse con las realizaciones
descritas anteriormente.

A. Determinacion de la posicion final

Al secuenciar moléculas de ADN acelular, hay varias posibilidades de los patrones de terminacion de los fragmentos
de ADN. En general, existen cuatro configuraciones de extremos para el ADN plasmatico: (A) Una molécula de ADN
bicatenaria con dos extremos rasgados; (B) Una molécula de ADN bicatenario con un extremo rasgado y otro no
rasgado (mostrando cada uno de los dos escenarios, ya que cualquiera de las dos cadenas puede sobresalir); (C) Una
molécula de ADN bicatenario con dos extremos no rasgados, con diferentes combinaciones de extremos salientes; y
(D) Una molécula de ADN monocatenario.

Para las configuraciones con extremos no rasgados, hay diferentes patrones dependiendo de si sobresale el extremo
5' 0 el 3' de la molécula de ADN. Para (B), las moléculas de ADN bicatenario tienen un extremo rasgado y otro no
rasgado. En un ejemplo B1, el extremo 5' es protuberante y en un ejemplo B2, el extremo 3' es protuberante. Para (C),
hay tres patrones posibles cuando los dos extremos no estan rasgados. En (C1), el extremo 5' es protuberante a
ambos lados. En (C2), el extremo 3' es protuberante a ambos lados. En (C3), el extremo 5' es protuberante en un lado
y el extremo 3' es protuberante en el otro lado.

Para la secuenciacién, los protocolos de secuenciacion de tipo paired-end normalmente secuencian un extremo de

cada una de las hebras. Por tanto, se consideran protocolos de secuenciacion de ADN bicatenario. Cuando los dos
extremos no estan rasgados, los protocolos pueden cortar los nucleétidos o afiadir nucleétidos al final para que queden
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al descubierto. El fragmento Klenow es una enzima que puede realizar estas operaciones. Otros protocolos en el
campo utilizan protocolos de secuenciacion de ADN monocatenario.

Independientemente de la técnica especifica utilizada (incluido el uso de sondas), siempre que las posiciones finales
sean repetibles y muestren correlacion, como se muestra en el presente documento, el hecho de que se obtenga un
extremo verdadero de un fragmento de ADN en la secuenciacion no afecta a los resultados, ya que cualquier
desplazamiento es repetible, y por lo tanto se anula. Ademas, se pueden utilizar ciertas técnicas para identificar una
posicion final, como se describe en la seccion de términos.

B. Identificacion de las posiciones finales especificas de los tejidos

Como se ha descrito anteriormente, en un tipo de tejido concreto, ciertas regiones gendémicas presentan una mayor
variacién en cuanto a la probabilidad de que una molécula de ADN acelular termine en una posicién determinada que
otras regiones. Por ejemplo, el tejido hepatico puede tener una regién que es un sitio de hipersensibilidad a DNasas,
pero otros tejidos no tienen esa regiébn como sitio de hipersensibilidad a DNasas. Por consiguiente, ciertas posiciones
dentro de dicha regién tendran un alto nUmero de moléculas de ADN acelular que terminan en esas posiciones en
relacién con otras. A modo de ejemplo, estas posiciones pueden identificarse como maximas en una tasa de moléculas
de ADN acelular para una regién que se sabe que tiene una gran cantidad de escisién para un tejido concreto (por
tanto, una gran amplitud en la funcién de probabilidad), por ejemplo, como se describe en la secciéon lll. En otros
ejemplos, se pueden identificar las posiciones genémicas en las que un pico izquierdo y un pico derecho estan
suficientemente separados, por ejemplo, como se describe en la seccion V.

En otros ejemplos mas, una diferencia en los conjuntos de posiciones finales de alta tasa (por ejemplo, tasa por encima
de un umbral) para las muestras que tienen y no tienen una condicion (por ejemplo, embarazo o cancer, posiblemente
de un tipo concreto) puede utilizarse para identificar los lugares de finalizacién preferidos para un tipo de tejido concreto
asociado a la enfermedad, por ejemplo, como se describe con el uso de diagramas de Venn en las secciones V, VI y
VII. En otros ejemplos adicionales, una tasa significativamente mayor en una muestra con una afecciéon que en otra
que no la tenga puede proporcionar los lugares de terminacion preferidos de un tipo de tejido concreto. En diversas
realizaciones, algunas o todas estas técnicas de ejemplo pueden utilizarse conjuntamente. La tasa puede medirse por
cualquier métrica de abundancia relativa.

En algunas realizaciones de los métodos anteriores, un primer conjunto de posiciones genémicas en las que los
extremos de las moléculas de ADN acelular del primer tipo de tejido se producen a una tasa superior a un umbral
puede identificarse de la siguiente manera. Una muestra de calibracién puede analizarse de manera similar a la
muestra de prueba, donde se sabe que las dos muestras de un mismo tipo (por ejemplo, plasma, suero, orina, etc.} y
la muestra de calibracion incluyen el primer tipo de tejido (por ejemplo, tejido fetal de una muestra de una mujer
embarazada o tejido tumoral del higado de un paciente con HCC). Un nimero de moléculas de ADN acelular que
terminan en una ventana genémica (por ejemplo, de anchura uno o mas) puede compararse con un valor de referencia
para determinar si una tasa de posiciones finales esta por encima de un umbral para esa posicion. En algunas
realizaciones, si el indice supera el valor de referencia, puede identificarse que cada una de las posiciones genémicas
dentro de la ventana genémica tiene la tasa por encima del umbral cuando el nimero correspondiente supera el valor
de referencia. Este proceso puede identificar las ventanas de finalizacién preferidas, que incluyen las posiciones finales
preferidas.

El valor de referencia puede ser tal que solo las N ventanas genémicas superiores tengan un indice superior al umbral.
Por ejemplo, el primer conjunto de posiciones gendémicas puede tener los valores N mas altos para los nimeros
correspondientes. A modo de ejemplo, N puede ser al menos 10.000; 50.000; 100.000, 500.000; 1.000.000; o
5.000.000.

Como otro ejemplo, el valor de referencia puede ser un nimero esperado de moléculas de ADN acelular que terminan
dentro de la ventana gendmica segun una distribuciéon de probabilidad y una longitud media de moléculas de ADN
acelular en una muestra, por ejemplo, como se describe en la seccion VI.A.1. Se puede determinar un valor de p
utilizando el nimero correspondiente y el nimero esperado, en donde el umbral corresponde a un valor de p de corte
(por ejemplo, 0,01). Que el valor de p sea inferior al valor de p de corte indica que la tasa esta por encima del umbral.
Como otro ejemplo mas, el valor de referencia puede incluir un nimero medido de moléculas de ADN acelular que
terminan dentro de la ventana gendémica de una muestra identificada como con una cantidad reducida del primer tipo
de tejido, por ejemplo, como se describe en las FIG. 29A y 29B.

Las posiciones gendémicas que satisfacen el umbral de la tasa no se afiaden necesariamente al primer conjunto de
posiciones gendémicas. Se pueden afiadir otros criterios de filtrado. En las secciones VI.A.3 y IX.C se especifican
ejemplos de estos criterios de filtrado. Para un criterio de filtrado de tamafio, se puede medir el tamafio (por ejemplo,
la longitud o la masa) de las moléculas de ADN acelular, por ejemplo, como se describe en las Publicaciones de
Patente de los Estados Unidos 2011/0276277, 2013/0040824 y 2013/0237431. Se puede determinar un primer valor
estadistico de una distribucién de tamario de las moléculas de ADN acelular que terminan dentro de una primera
ventana genomica (por ejemplo, en una posicion genémica cuando la ventana tiene una anchura de uno) determinada
para tener la tasa por encima del umbral. Las posiciones genémicas de la primera ventana genémica pueden excluirse
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del primer conjunto de posiciones gendomicas cuando el primer valor estadistico no supera un umbral de tamafio, por
ejemplo, el tamafio medio no es lo suficientemente pequefio o no hay un naimero suficiente de fragmentos de ADN
pequefios (por ejemplo, por debajo de un tamafio especificado) en comparacion con todas las moléculas de ADN
acelular o las que se encuentran en un rango mayor.

El primer valor estadistico puede compararse con un segundo valor estadistico de una distribucién de tamafios para
las moléculas de ADN acelular que se haya determinado que no tienen una tasa superior al umbral. Si los dos valores
son similares (por ejemplo, lo que no se esperaria de un tejido fetal o tumoral), la primera ventana genémica puede
excluirse de un conjunto de posiciones finales preferidas. La comparaciéon del nimero correspondiente con el valor de
referencia puede incluir el calculo de una primera relacion (por ejemplo, PETR) del nimero correspondiente y un
numero de moléculas de ADN acelular que cubren cualquier parte de la ventana genémica para una muestra, y que
opcionalmente no termina en la ventana genémica, como se describe en la seccién VII.A.2. El valor de referencia
puede incluir una relacién de referencia entre el nimero medido de lecturas que terminan dentro de la ventana
genomica y un numero de moléculas de ADN acelular que cubren la ventana genémica y no terminan dentro de la
ventana genémica para la otra muestra. Se puede exigir que la primera relacién sea mayor que un factor multiplicativo
(por ejemplo, 4) de la relacién de referencia.

Otro criterio de filtrado puede ser que se requiera que cada posicién gendémica del primer conjunto de posiciones
genomicas tenga al menos un numero especificado de moléculas de ADN acelular que terminen en la posicion
genomica. Mediante el uso de cualquiera de estas técnicas, el primer conjunto de posiciones gendémicas puede
comprender entre 600 y 10.000 posiciones genémicas.

En las realizaciones que toman una diferencia entre conjuntos (por ejemplo, el uso de diagramas de Venn), las
posiciones gendémicas cuya tasa (por ejemplo, determinada a partir de una ventana gendmica) esta por encima del
umbral comprende un primer superconjunto, por ejemplo, como se muestra en la FIG. 28A como Conj. P y Conj. S.
Se puede analizar una tercera pluralidad de moléculas de ADN acelular a partir de al menos una segunda muestra
adicional que tenga una cantidad reducida del primer tipo de tejido (por ejemplo, menos o ningun tejido fetal o tejido
HCC, como se representa en la FIG. 28A) para identificar un segundo superconjunto, por ejemplo, Conj. Q y Conj. S.
El primer conjunto de posiciones gendémicas puede incluir las posiciones gendémicas que estan en el primer
superconjunto y que no estan en el segundo, por ejemplo, Conj. P o Conj. S, dependiendo del tipo de tejido que se
analice.

Como se describe en la seccién VI, el primer tipo de tejido puede tener los primeros alelos especificos del tejido. Se
puede hacer un recuento de la molécula de ADN acelular que termina en la posicidon genémica y que incluye al menos
uno de la pluralidad de primeros alelos especificos del tejido. Este recuento (nimero) de moléculas de ADN acelular
puede compararse con el valor de referencia.

C. Abundancia relativa

En este documento se ofrecen varios ejemplos de valores de abundancia relativa, por ejemplo, probabilidad de intacto
(P1), el valor de p descrito en la seccién VI.A.1, y el valor de PETR determinado utilizando una ventana genémica o
una posicion genomica cuando la ventana es de anchura uno. Para la PETR de una posicién gendmica (ventana de
anchura uno), se puede calcular un nimero correspondiente de la primera pluralidad de moléculas de ADN acelular
que terminan en la posicion gendémica para cada posicién gendémica del primer conjunto de posiciones genémicas.
Esto puede hacerse como parte de la determinacion de que el primer nimero (por ejemplo, el numerador) de la primera
pluralidad de moléculas de ADN acelular termina en cualquiera de la primera serie de posiciones genémicas. Un tercer
numero (por ejemplo, el denominador) de moléculas de ADN acelular que cubren la posicién genémica y no terminan
en la posicién genémica puede calcularse como parte de la determinacion del segundo nimero de moléculas de ADN
acelular. Se puede determinar una primera relacion entre el nimero correspondiente y el tercer nimero, y utilizar una
media de las primeras relaciones como abundancia relativa.

Para w-PETR, puede calcularse un nimero correspondiente de moléculas de ADN acelular que terminan dentro de
una primera venta (por ejemplo, la ventana A en la FIG. 31A) que incluyen la posiciéon gendémica para cada una de las
posiciones genémicas del primer conjunto de posiciones genémicas. Se puede calcular un tercer nimero de moléculas
de ADN acelular que terminan dentro de una segunda ventana (por ejemplo, de la ventana B en la FIG. 31A) que
incluye la posicion gendmica. Como abundancia relativa, puede usarse la media de las primeras proporciones de los
numeros correspondientes y los terceros nimeros.

Otro ejemplo de valor de abundancia relativa es la proporcién de moléculas de ADN acelular que terminan en una
ventana gendémica, por ejemplo, medida como una proporcién de fragmentos de ADN secuenciados que terminan en
una posicion final preferida. Por tanto, el segundo conjunto de posiciones gendémicas puede incluir todas las posiciones
genomicas correspondientes a un extremo de al menos una de la primera pluralidad de moléculas de ADN acelular.
D. Valores de calibracion

En diversas realizaciones, el valor o los valores de calibracion pueden corresponder al valor o los valores de calibracion
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del punto o los puntos de datos de calibracion determinados a partir de la muestra o las muestras de calibracion o de
cualquier valor de calibracién determinado a partir de ellas, por ejemplo, de una funcién de calibracion que se aproxima
a los puntos de datos de calibracion. Las una o mas muestras de calibracién pueden o no incluir cualquier muestra
adicional utilizada para determinar los lugares de finalizacion preferidos.

Para cada una de las una o mas muestras de calibracién, se puede medir la correspondiente contribucion proporcional
del primer tipo de tejido, por ejemplo, utilizando un alelo especifico de tejido. Se puede determinar una abundancia
relativa correspondiente utilizando los nimeros correspondientes de moléculas de ADN acelular que terminan dentro
de la pluralidad de ventanas correspondientes al primer conjunto de posiciones gendémicas. La contribucién
proporcional medida y la abundancia relativa pueden proporcionar un punto de datos de calibracién. Los uno o mas
puntos de datos de calibracién pueden ser una pluralidad de puntos de datos de calibraciéon que forman una funcién
de calibracién que se aproxima a la pluralidad de puntos de datos de calibracién. Pueden encontrarse mas detalles
sobre el uso de los valores de calibracion en la Publicacién de Patente de los Estados Unidos 2013/0237431.

E. Clasificacion de la contribucion proporcional

En algunas realizaciones, las posiciones finales preferidas para un tejido concreto también pueden utilizarse para
medir la contribucién absoluta de un tipo de tejido concreto en una muestra, por ejemplo, en nimero de genomas por
unidad de volumen (por ejemplo, por mililitro). Por ejemplo, se podria medir la concentracién del tejido de interés en
relacién con el volumen o el peso de las muestras de ADN acelular. En una implementacion, la PCR cuantitativa podria
utilizarse para medir el nimero de moléculas de ADN acelular que terminan en uno o mas extremos preferidos en una
unidad de volumen o de peso de la muestra de ADN acelular extraida. Se pueden realizar mediciones similares para
las muestras de calibracién y, por lo tanto, se puede determinar la contribucién proporcional, ya que la contribucion es
una concentracién por unidad de volumen o de peso.

En diversas realizaciones, cuando el primer tipo de tejido corresponde al tejido tumoral, la clasificacién puede
seleccionarse entre un grupo que consiste en: una cantidad de tejido tumoral en el sujeto, un tamafio del tumor en el
sujeto, un estadio del tumor en el sujeto, una carga tumoral en el sujeto, y la presencia de metastasis tumorales en el
sujeto

XI. REALIZACIONES ADICIONALES

La realizacion 1 incluye un método implementado por ordenador para analizar una muestra biolégica, que incluye una
mezcla de moléculas de ADN acelular de diversos tipos de tejido que incluye un primer tipo de tejido, para determinar
una clasificacion de una contribucién proporcional del primer tipo de tejido en la mezcla, comprendiendo el método:
identificar un primer conjunto de posiciones genomicas en las que los extremos de las moléculas de ADN acelular del
primer tipo de tejido se producen con una frecuencia superior a un umbral; analizar, mediante un sistema informatico,
una primera pluralidad de moléculas de ADN acelular de la muestra bioloégica de un sujeto, en donde el analisis de
una molécula de ADN acelular incluye: determinar una posiciéon genémica en un genoma de referencia correspondiente
a al menos un extremo de la molécula de ADN acelular; basandose en el analisis de la primera pluralidad de moléculas
de ADN, determinar que un primer nimero de la primera pluralidad de moléculas de ADN acelular termina dentro de
una de una pluralidad de ventanas, incluyendo cada ventana al menos una del primer conjunto de posiciones
genomicas; calcular una abundancia relativa de la primera pluralidad de moléculas de ADN acelular que terminan
dentro de una de la pluralidad de ventanas mediante la normalizacién del primer nimero de la primera pluralidad de
moléculas de ADN acelular utilizando un segundo nimero de moléculas de ADN acelular, en donde el segundo nimero
de moléculas de ADN acelular incluye moléculas de ADN acelular que terminan en un segundo conjunto de posiciones
genomicas fuera de la pluralidad de ventanas que incluyen el primer conjunto de posiciones genémicas; y determinar
la clasificacion de la contribucién proporcional del primer tipo de tejido comparando la abundancia relativa con uno o
mas valores de calibracién determinados a partir de una o mas muestras de calibracion cuyas contribuciones
proporcionales del primer tipo de tejido se conocen.

La realizacion 2 incluye el método de la realizacién 1, en donde la identificacion del primer conjunto de posiciones
genomicas incluye: analizar, mediante un sistema informatico, una segunda pluralidad de moléculas de ADN acelular
a partir de al menos una primera muestra adicional para identificar posiciones terminales de la segunda pluralidad de
moléculas de ADN acelular, en donde se sabe que la al menos una primera muestra adicional incluye el primer tipo
de tejido y es de un mismo tipo de muestra que la muestra biolégica; para cada ventana genémica de una pluralidad
de ventanas genémicas: calcular un nimero correspondiente de la segunda pluralidad de moléculas de ADN acelular
que terminan en la ventana genémica; y comparar el nimero correspondiente con un valor de referencia para
determinar si la tasa de moléculas de ADN acelular que terminan en una o mas posiciones genémicas dentro de la
ventana genémica esta por encima del umbral.

La realizacion 3 incluye el método de la realizacién 2, en donde una primera ventana genoémica de la pluralidad de
ventanas gendmicas tiene una anchura mayor que una posicién genémica, y en donde cada una de las posiciones
genomicas dentro de la primera ventana genémica se identifica por tener la tasa de moléculas de ADN acelular que
terminan en la posicion genémica por encima del umbral cuando el nimero correspondiente supera el valor de
referencia. La realizacion 4 incluye el método de la realizacion 2 o 3, en donde el primer conjunto de posiciones
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genomicas tiene los valores de N mas altos para los nimeros correspondientes, en donde N es al menos 10.000.

La realizacion 5 incluye el método de las realizaciones 2, 3 0 4, que comprende ademas: determinar un tamafio de
cada una de la segunda pluralidad de moléculas de ADN acelular, en donde la identificacién del primer conjunto de
posiciones gendémicas incluye ademas: determinar un primer valor estadistico de una distribucion de tamafios de las
moléculas de ADN acelular de la segunda pluralidad de moléculas de ADN acelular que terminan dentro de una primera
ventana genémica determinada para tener la tasa por encima del umbral; comparar el primer valor estadistico con un
umbral de tamafio; y excluir la primera ventana genémica del primer conjunto de posiciones genémicas cuando el
primer valor estadistico no supera el umbral de tamafio. La realizacién 6 incluye el método de una cualquiera de las
realizaciones 2-5, en donde las una o mas muestras de calibracion incluyen la al menos una primera muestra adicional.
La realizacion 7 incluye el método de una cualquiera de las realizaciones 1 a 6, comprendiendo ademas: para cada
una de las una o mas muestras de calibracién: medir una contribucién proporcionar correspondiente del primer tipo de
tejido; y determinar una abundancia relativa correspondiente utilizando los nimeros correspondientes de la segunda
pluralidad de moléculas de ADN acelular que terminan dentro de la pluralidad de ventanas correspondientes al primer
conjunto de posiciones genémicas, obteniendo de este modo un punto de datos de calibracién, en donde cada punto
de datos de calibracién especifica la contribucion proporcional medida del primer tipo de tejido para la muestra
biolégica adicional y la abundancia relativa correspondiente. La realizacion 8 incluye el método de la realizacién 7, en
donde uno o mas puntos de datos de calibraciéon son una pluralidad de puntos de datos de calibracién que forman una
funcién de calibracioén que se aproxima a la pluralidad de puntos de datos de calibracion.

La realizacion 9 incluye el método de una cualquiera de las realizaciones 2 a 8, en donde cada posicion genémica del
primer conjunto de posiciones genémicas tiene al menos un nimero especificado de moléculas de ADN acelular de la
segunda pluralidad de moléculas de ADN acelular que terminan en la posicidon gendmica. La realizacién 10 incluye el
método de una cualquiera de las realizaciones 2 a 9, en donde el valor de referencia es un nimero esperado de
moléculas de ADN acelular que terminan dentro de la ventana gendmica de acuerdo con una distribucién de
probabilidad y una longitud media de moléculas de ADN acelular en la al menos una primera muestra adicional. La
realizacion 11 incluye el método de la realizacién 10, en donde la distribucién de probabilidad es una distribucion de
Poisson, y en donde determinar si la tasa de moléculas de ADN acelular que terminan en una o mas posiciones
genomicas dentro de la ventana genémica esta por encima del umbral incluye: determinar un valor p correspondiente
usando el nimero correspondiente y el nimero esperado, en donde el umbral corresponde a un valor p de corte,
siendo el valor p correspondiente menor que el valor p de corte que indica que la tasa de moléculas de ADN acelular
que terminan dentro de la ventana genémica esta por encima del umbral.

La realizacion 12 incluye el método de una cualquiera de las realizaciones 2 a 11, en donde las posiciones gendmicas
cuya tasa de la segunda pluralidad de moléculas de ADN acelular que terminan en la posicidon genémica se encuentra
por encima del umbral comprende un primer superconjunto y en donde la identificacién del primer conjunto de
posiciones gendémicas incluye ademas: analizar, mediante el sistema informatico, una tercera pluralidad de moléculas
de ADN acelular de al menos una segunda muestra adicional en la que se ha identificado que tiene una cantidad
reducida del primer tipo de tejido para identificar que un segundo superconjunto de la tercera pluralidad de moléculas
de ADN acelular que terminan en la posicién genémica se encuentra por encima del umbral; e identificar que el primer
conjunto de posiciones genémicas incluye las posiciones gendémicas que se encuentran en el primer superconjunto y
que no se encuentran en el segundo superconjunto.

La realizacion 13 incluye el método de una cualquiera de las realizaciones 2 a 12, en donde el valor de referencia
incluye un nimero medido de moléculas de ADN acelular que terminan dentro de la ventana genémica, el nimero
medido determinado a partir de una tercera pluralidad de moléculas de ADN acelular de al menos una segunda
muestra que se ha identificado que no tiene el primer tipo de tejido. La realizacién 14 incluye el método de la realizacion
13, que comprende, ademas: determinar un tamafo de cada una de la segunda pluralidad de moléculas de ADN
acelular, en donde la identificacién del primer conjunto de posiciones gendémicas incluye ademas: determinar un primer
valor estadistico de una distribucion de tamafios de las moléculas de ADN acelular de la segunda pluralidad de
moléculas de ADN acelular que terminan en una primera posicion genémica determinada para tener la tasa por encima
del umbral; determinar un segundo valor estadistico de una segunda distribucién de tamafios de las moléculas de ADN
acelular de la tercera pluralidad de moléculas de ADN acelular que terminan en una o mas segundas posiciones
genomicas determinadas para tener la tasa por encima del umbral; comparar el primer valor estadistico con el segundo
valor estadistico; y excluir la primera posicidon gendémica del primer conjunto de posiciones gendémicas cuando el primer
valor estadistico no supera el segundo valor estadistico en al menos una cantidad especificada para indicar que la
primera distribucion de tamafios es menor que la segunda distribucién de tamarios. La realizacion 15 incluye el método
de la realizacién 13 o 14, en donde la comparacién del nimero correspondiente con el valor de referencia incluye:
calcular una primera proporcion entre el nimero correspondiente y un tercer nimero de la segunda pluralidad de
moléculas de ADN acelular que abarcan la ventana genémica; y comparar la primera proporcién con el valor de
referencia, incluyendo el valor de referencia una proporcién de referencia del nimero medido de lecturas que terminan
dentro de la ventana gendémica y un cuarto nimero de la tercera pluralidad de moléculas de ADN acelular que abarcan
la ventana gendmica y que no terminan dentro de la ventana gendmica. La realizacién 16 incluye el método de la
realizacion 15, en donde el tercer nimero de la segunda pluralidad de moléculas de ADN acelular no terminan dentro
de la ventana genémica. La realizacion 17 incluye el método de la realizacion 15 o 16, en donde determinar si la tasa
de moléculas de ADN acelular que terminan dentro de la ventana genémica esta por encima del umbral incluye:
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determinar si la primera relacién es mayor que un factor multiplicativo de la relacién de referencia.

La realizacién 18 incluye el método de una cualquiera de las realizaciones 2 a 17, en donde el tipo de muestra de la
muestra biolégica y de la al menos una primera muestra adicional se selecciona de un grupo que consiste en plasma,
suero, liquido cefalorraquideo y orina. La realizacién 19 incluye el método de una cualquiera de las realizaciones 2 a
18, en donde la ventana genodmica es una posicién genémica y en donde el primer tipo de tejido tiene una pluralidad
de primeros alelos especifico de tejido y en donde el calculo del nimero correspondiente de la segunda pluralidad de
moléculas de ADN acelular que terminan en la posicién gendmica incluye: identificar si la molécula de ADN acelular
que termina en la posicién genémica incluye al menos uno de la pluralidad de primeros alelos especificos del tejido;
incluir la molécula de ADN acelular en el nimero correspondiente cuando la molécula de ADN acelular incluye un
primer alelo especifico del tejido; y no incluir la molécula de ADN acelular en el nimero correspondiente cuando la
molécula de ADN acelular no incluye un primer alelo especifico del tejido.

La realizacion 20 incluye el método de una cualquiera de las realizaciones 1 a 19, en donde el primer tipo de tejido
tiene una pluralidad de primeros alelos especificos del tejido en al menos una muestra adicional, y en donde el primer
conjunto de posiciones genémicas se determina utilizando moléculas de ADN acelular de la al menos una muestra
adicional que incluye al menos uno de la pluralidad de primeros alelos especificos del tejido. La realizacién 21 incluye
el método de la reivindicacion 20, en donde el segundo conjunto de posiciones genémicas es tal que los extremos de
las moléculas de ADN acelular de un segundo tipo de tejido se producen a una tasa superior al umbral en la al menos
una muestra adicional, en donde el segundo tipo de tejido tiene una pluralidad de segundos alelos especificos del
tejido en la al menos una muestra adicional, y en donde el segundo conjunto de posiciones genémicas se determina
utilizando moléculas de ADN acelular de la al menos una muestra adicional que incluye al menos uno de la pluralidad
de segundos alelos especificos de tejido. La realizacion 22 incluye el método de la realizacion 21, en donde la al
menos una muestra adicional es de una mujer embarazada, y en donde el primer tipo de tejido es tejido fetal y el
segundo tipo de tejido es tejido materno. La realizacion 23 incluye el método de la realizacién 21 0 22, en donde las
posiciones gendémicas en las que los extremos de las moléculas de ADN acelular que tienen un alelo compartido entre
el primer tipo de tejido y el segundo tipo de tejido se producen a una segunda tasa por encima del umbral se excluyen
del primer conjunto de posiciones genémicas y se excluyen del segundo conjunto de posiciones genémicas.

La realizacion 24 incluye el método de una cualquiera de las realizaciones 1 a 23, en donde la abundancia relativa
incluye una relacion del primer nimero y el segundo nimero. La realizacién 25 incluye el método de una cualquiera
de las realizaciones 1 a 24, en donde la pluralidad de ventanas tiene una amplitud de una posicién genémica y en
donde la abundancia relativa se calcula mediante: para cada posicién genémica del primer conjunto de posiciones
genomicas: calcular un nimero correspondiente de la primera pluralidad de moléculas de ADN acelular que terminan
en la posicidon gendémica como parte de la determinacion de que el primer nimero de la primera pluralidad de moléculas
de ADN acelular terminan en una cualquiera del primer conjunto de posiciones genémicas; calcular un tercer nimero
de la primera pluralidad de moléculas de ADN acelular que abarcan la posiciéon genémica y que no terminan en la
posicion gendémica como parte de la determinacién del segundo nimero de moléculas de ADN acelular; calcular una
primera relacién entre el nimero correspondiente y el tercer nimero; calcular una media de las primeras proporciones
como la abundancia relativa. La realizacién 26 incluye el método de una cualquiera de las realizaciones 1 a 24, en
donde la abundancia relativa se calcula mediante: para cada posicién genémica del primer conjunto de posiciones
genomicas: calcular un nimero correspondiente de la primera pluralidad de moléculas de ADN acelular que terminan
dentro de una primera ventana que incluye la posicién genémica como parte de la determinacién de que el primer
numero de la primera pluralidad de moléculas de ADN acelular terminan dentro de una de la pluralidad de ventanas;
computar un tercer nimero de la primera pluralidad de moléculas de ADN acelular que termina dentro de una segunda
ventana que incluye la posicién genémica, siendo la segunda ventana mas grande que la primera; calcular una primera
relacion del nimero correspondiente y el tercer nimero; calcular una media de las primeras relaciones como
abundancia relativa.

La realizacion 27 incluye el método de una cualquiera de las realizaciones 1 a 26, en donde el segundo conjunto de
posiciones gendémicas y el primer conjunto de posiciones genémicas no se solapan. La realizacion 28 incluye el método
de una cualquiera de las realizaciones 1 a 27, en donde el segundo conjunto de posiciones gendémicas incluye todas
las posiciones gendémicas correspondientes a un extremo de al menos una de la primera pluralidad de moléculas de
ADN acelular. La realizacién 29 incluye el método de una cualquiera de las realizaciones 1 a 28, en donde analizar
una o mas de las moléculas de ADN acelular incluye determinar ambas posiciones genoémicas correspondientes a
ambos extremos de la molécula de ADN acelular. La realizacién 30 incluye el método de una cualquiera de las
realizaciones 1 a 29, en donde la clasificacién de la contribucién proporcional corresponde a un intervalo por encima
de un porcentaje especificado. La realizacion 31 incluye el método de una cualquiera de las realizaciones 1 a 30, en
donde el primer tipo de tejido es un tumor. La realizaciéon 32 incluye el método de la realizacion 31, en donde la
clasificacion se selecciona entre un grupo que consiste en: una cantidad de tejido tumoral en el sujeto, un tamafio del
tumor en el sujeto, un estadio del tumor en el sujeto, una carga tumoral en el sujeto, y la presencia de metastasis
tumorales en el sujeto.

La realizacion 33 incluye el método de una cualquiera de las realizaciones 1 a 32, en donde una o0 mas muestras

bioldgicas adicionales son del sujeto y se obtienen en un momento diferente que la muestra biolégica. La realizacién
34 incluye el método de una cualquiera de las realizaciones 1 a 33, que comprende ademas: obtener moléculas de
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ADN molde de la muestra biolégica a analizar; preparar una biblioteca de secuenciacién de moléculas de ADN
analizables usando las moléculas de ADN molde, la preparacién de la biblioteca de secuenciacion de moléculas de
ADN analizables no incluye un paso de amplificacién de ADN de las moléculas de ADN molde; secuenciar la biblioteca
de secuenciacién de moléculas de ADN analizables para obtener una pluralidad de lecturas de secuencia
correspondientes a la primera pluralidad de moléculas de ADN acelular, en donde analizar |a primera pluralidad de
moléculas de ADN acelular incluye: recibir, en el sistema informatico, la pluralidad de lecturas de secuencia; alinear,
por el sistema informatico, la pluralidad de lecturas de secuencia con el genoma de referencia para determinar
posiciones gendmicas para la pluralidad de lecturas de secuencia. La realizaciéon 35 incluye el método de una
cualquiera de las realizaciones 1 a 34, que comprende ademas proporcionar una intervencién terapéutica basada en
la clasificacién o realizar la obtencién de imagenes del sujeto basada en la clasificacion. La realizacién 36 incluye el
método de una cualquiera de las realizaciones 1 a 35, en donde el primer conjunto de posiciones genémicas
comprende entre 600 y 10.000 posiciones genémicas.

La realizacion 37 incluye un método de analisis de una muestra biolégica, incluyendo una mezcla de moléculas de
ADN acelular de una pluralidad de tipos de tejidos que incluye un primer tipo de tejido, para determinar una clasificacion
de una contribucién proporcional del primer tipo de tejido en la mezcla, comprendiendo el método: identificar al menos
una regién genémica que tiene un patrén de fragmentacion especifico del primer tipo de tejido; analizar una pluralidad
de moléculas de ADN acelular de la muestra bioldégica, en donde analizar una molécula de ADN acelular incluye:
determinar una posicidon genémica en un genoma de referencia correspondiente a al menos un extremo de la molécula
de ADN acelular; identificar un primer conjunto de primeras posiciones genémicas, teniendo cada primera posicién
genomica un minimo local de extremos de moléculas de ADN acelular correspondientes a la primera posicion
genomica; identificar un segundo conjunto de segundas posiciones genémicas, teniendo cada segunda posicién
genomica un maximo local de extremos de moléculas de ADN acelular correspondientes a la segunda posicién
genomica; determinar un primer nimero de moléculas de ADN acelular que terminan en una cualquiera de las primeras
posiciones genémicas en una cualquiera de la al menos una regién gendmica; determinar un segundo nimero de
moléculas de ADN acelular que terminan en una cualquiera de las segundas posiciones gendmicas en una cualquiera
de la al menos una regién genémica; calcular un valor de separacion utilizando el primer nimero y el segundo niimero;
y determinar la clasificacion de la contribucién proporcional del primer tipo de tejido comparando el valor de separacion
con uno o mas valores de calibracion determinados a partir de una o mas muestras de calibracién cuyas contribuciones
proporcionales del primer tipo de tejido son conocidas.

La realizacién 38 incluye el método de la realizacion 37, en donde el primer conjunto de primeras posiciones gendémicas
incluye multiples posiciones genémicas, en donde el segundo conjunto de segundas posiciones genémicas incluye
multiples posiciones genémicas, en donde determinar el primer nimero de moléculas de ADN acelular incluye
determinar una primera cantidad de moléculas de ADN acelular que terminan en cada primera posiciéon genomica,
determinando asi una pluralidad de primeras cantidades, en donde la determinacion del segundo nimero de moléculas
de ADN acelular incluye la determinacién de una segunda cantidad de moléculas de ADN acelular que terminan en
cada segunda posicién gendémica, determinando asi una pluralidad de segundas cantidades, y en donde el célculo del
valor de separacion incluye: determinar una pluralidad de relaciones separadas, cada relacién separada de una de la
pluralidad de primeras cantidades y una de la pluralidad de segundas cantidades, y determinar el valor de separacién
usando la pluralidad de relaciones separadas. La realizacién 39 incluye el método de la realizacién 37 o 38, en donde
la al menos una regién gendémica incluye uno o mas sitios de hipersensibilidad a DNasa. La realizacién 40 incluye el
método de las realizaciones 37 a 38, en donde cada una de la al menos una regién gendémica que tiene un patrén de
fragmentacién especifico del primer tipo de tejido incluye uno o mas alelos especificos del primer tejido en al menos
una muestra adicional. La realizacién 41 incluye el método de |a realizacion 37 o 38, en donde |a al menos una regién
gendmica incluye uno o mas sitios de nucleasa ATAC-seq o de micrococos. La realizacion 42 incluye el método de
una cualquiera de las realizaciones 37 a 41, en donde las moléculas de ADN acelular alineadas con una posicién
gendmica del primer conjunto de posiciones genomicas se extienden un nimero especificado de nucleétidos a ambos
lados de la posicion gendémica. La realizacion 43 incluye el método de la realizacion 42, en donde el ndmero
especificado esta entre 10 y 80 nucleétidos. La realizacion 44 incluye el método de una cualquiera de las realizaciones
37 a 43, en donde la identificacion del primer conjunto de primeras posiciones gendémicas incluye: para cada una de
una pluralidad de posiciones genodmicas: determinar una primera cantidad de moléculas de ADN acelular que se
localizan en la posicién gendémica y se extienden un nimero especificado de nucleétidos a ambos lados de la posicion
genomica; determinar una segunda cantidad de moléculas de ADN acelular que se localizan en la posicion genémica;
y determinar una relacién de la primera cantidad y la segunda cantidad; e identificar una pluralidad de minimos locales
y una pluralidad de maximos locales en las relaciones. La realizacion 45 incluye el método de una cualquiera de las
realizaciones 37 a 44, en donde la mezcla es plasma o suero. La realizacion 46 incluye el método de una cualquiera
de las realizaciones 37 a 45, en donde la pluralidad de moléculas de ADN acelular es de al menos 1.000 moléculas
de ADN acelular. La realizacién 47 incluye el método de una cualquiera de las realizaciones 37 a 46, en donde, para
una posicién genémica dada de la pluralidad de posiciones gendmicas, la segunda cantidad corresponde a un nimero
total de moléculas de ADN acelular que se alinean con la posicion gendémica dada.

La realizacion 48 incluye un método de analisis de una muestra biolégica, que incluye una mezcla de moléculas de
ADN acelular de una pluralidad de tipos de tejidos que incluye un primer tipo de tejido, para determinar un genotipo
del primer tipo de tejido, teniendo el primer tipo de tejido potencialmente un genotipo diferente de otros tipos de tejidos
de la pluralidad de tipos de tejidos, comprendiendo el método: identificar una primera posicion genémica en la que se
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producen extremos de moléculas de ADN acelular del primer tipo de tejido a una tasa superior a un umbral; analizar,
mediante un sistema informatico, una primera pluralidad de moléculas de ADN acelular de la muestra biologica de un
sujeto, en donde analizar una molécula de ADN acelular incluye: determinar una posicién genémica en un genoma de
referencia correspondiente a al menos un extremo de la molécula de ADN acelular; basandose en el analisis de la
primera pluralidad de moléculas de ADN acelular, identificar un conjunto de moléculas de ADN acelular que terminan
en la primera posicion genémica; para cada uno del conjunto de moléculas de ADN acelular: determinar una base
correspondiente que se produce en la primera posicion genémica, determinando asi bases correspondientes en la
primera posicidon genémica; determinar el genotipo del primer tipo de tejido en la primera posicién gendomica usando
las bases correspondientes que se producen en la primera posicién gendémica en el conjunto de moléculas de ADN
acelular. La realizaciéon 49 incluye el método de la realizacion 48, que comprende, ademas: filtrar el conjunto de
moléculas de ADN acelular para excluir o modificar una ponderaciéon de al menos una de las moléculas de ADN
acelular que terminan en la primera posicién genémica, en donde el genotipo se determina utilizando un conjunto
filtrado de moléculas de ADN acelular. La realizacién 50 incluye el método de la realizacion 49, en donde el filirado
utiliza al menos uno de: un tamafio de una molécula de ADN acelular, un estado de metilacién de la molécula de ADN
acelular en una o mas posiciones, y si la molécula de ADN acelular cubre una o mas posiciones genémicas en las que
se producen extremos de moléculas de ADN acelular del primer tipo de tejido a una tasa superior a un umbral. La
realizacion 51 incluye el método de la realizacion 49 o 50, en donde el filtrado asigna una ponderacién a la molécula
de ADN acelular correspondiente a una probabilidad de que la molécula de ADN acelular sea del primer tipo de tejido,
comprendiendo el método ademas: determinar una suma ponderada para cada una de una pluralidad de bases; y
determinar una contribucién porcentual para cada una de la pluralidad de bases usando las sumas ponderadas, en
donde el genotipo se determina usando las contribuciones porcentuales. La realizacién 52 incluye el método de una
cualquiera de las realizaciones 48 a 51, en donde determinar el genotipo del primer tipo de tejido en la primera posicion
genomica incluye: determinar una contribucién porcentual para cada una de una pluralidad de bases; y comparar cada
una de las contribuciones porcentuales con uno o mas valores de corte. La realizacién 53 incluye el método de la
realizacion 52, en donde un primer valor de corte de uno o méas valores de corte corresponde a un genotipo
homocigotico de una primera base cuando la contribucion porcentual de la primera base esta por encima del primer
valor de corte. La realizacion 54 incluye el método de la realizacién 52, en donde un primer valor de corte y un segundo
valor de corte de uno o mas valores de corte corresponden a un genotipo heterocigoto para una primera base y una
segunda base cuando las contribuciones porcentuales de la primera base y la segunda base estan por encima del
primer valor de corte y por debajo del segundo valor de corte. La realizacion 55 incluye el método de una cualquiera
de las realizaciones 48 a 54, en donde el primer tipo de tejido corresponde a un tumor. La realizacién 56 incluye el
método de una cualquiera de las realizaciones 48 a 55, en donde el primer tipo de tejido corresponde a un feto, y en
donde el sujeto esta embarazado del feto.

La realizacion 57 incluye un método de analisis de una muestra biolégica, que incluye una mezcla de moléculas de
ADN acelular de una pluralidad de tipos de tejidos que incluye un primer tipo de tejido, comprendiendo el método:
analizar, mediante un sistema informatico, una pluralidad de moléculas de ADN acelular de la muestra biolégica de un
sujeto, teniendo cada una de la pluralidad de moléculas de ADN acelular un extremo izquierdo y un extremo derecho,
en donde analizar una molécula de ADN acelular incluye: determinar una posicién final izquierda en un genoma de
referencia correspondiente al extremo izquierdo de la molécula de ADN acelular; determinar una posicion final derecha
en el genoma de referencia correspondiente al extremo derecho de la molécula de ADN acelular; identificar un conjunto
izquierdo de posiciones genomicas izquierdas, teniendo cada una un maximo local de extremos izquierdos de la
pluralidad de moléculas de ADN acelular correspondiente a uno de los conjuntos izquierdos de posiciones genémicas;
identificar un conjunto derecho de posiciones gendémicas derechas, teniendo cada una un maximo local de extremos
derechos de la pluralidad de moléculas de ADN acelular correspondientes a uno de los conjuntos derechos de
posiciones genémicas; identificar un primer conjunto de posiciones genémicas como especificas del primer tipo de
tejido mediante: la comparacién de las posiciones genémicas izquierdas del conjunto izquierdo con las posiciones
genomicas derechas del conjunto derecho para identificar el primer conjunto de posiciones genémicas donde una
distancia desde una posicién genémica izquierda a una posicién genémica derecha mas cercana es mayor que una
primera distancia umbral, siendo la primera distancia umbral de al menos 5 posiciones gendmicas en el genoma de
referencia. La realizacién 58 incluye el método de la realizacién 57, que comprende ademas: identificar un segundo
conjunto de posiciones genémicas mediante: la comparacion de las posiciones gendémicas izquierdas del conjunto
izquierdo con las posiciones genodmicas derechas del conjunto derecho para identificar el segundo conjunto de
posiciones gendmicas donde la distancia de una posicién genémica izquierda a una posicidon gendémica derecha mas
cercana es menor que una segunda distancia umbral; la determinacion de un valor de separacion usando un primer
numero de la pluralidad de moléculas de ADN acelular que terminan en una del conjunto izquierdo de posiciones
gendmicas izquierdas y un segundo nimero de la pluralidad de moléculas de ADN acelular que terminan en una del
conjunto derecho de posiciones gendémicas derechas; y la determinacién de una clasificacion de una contribucién
proporcional del primer tipo de tejido comparando el valor de separaciéon con uno o mas valores de calibracién
determinados a partir de una o mas muestras de calibracion cuyas contribuciones proporcionales del primer tipo de
tejido son conocidas. La realizacion 59 incluye el método de la realizacién 58, en donde determinar el valor de
separacién incluye: identificar pares del primer conjunto de posiciones gendémicas y el segundo conjunto de posiciones
genomicas; para cada uno de los pares: determinar una primera cantidad de moléculas de ADN acelular que terminan
en una primera posicion genémica del par; y determinar una segunda cantidad de moléculas de ADN acelular que
terminan en una segunda posicién genémica del par, en donde las primeras cantidades de moléculas de ADN acelular
corresponden al primer nimero de la pluralidad de moléculas de ADN acelular y las segundas cantidades de moléculas

43



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2960 201 T3

de ADN acelular corresponden al segundo niimero de la pluralidad de moléculas de ADN acelular. La realizacién 60
incluye el método de la realizacién 59, en donde determinar el valor de separacion incluye: para cada uno de los pares:
determinar una relacién que incluye la primera cantidad y la segunda cantidad; y determinar el valor de separacion a
partir de las relaciones. La realizacién 61 incluye el método de la realizacién 59 o 60, en donde los pares del primer
conjunto de posiciones genodmicas y el segundo conjunto de posiciones genémicas son los mas cercanos entre si. La
realizacion 62 incluye el método de una cualquiera de las realizaciones 57 a 61, en donde la segunda distancia umbral
es inferior a 5 posiciones gendmicas en el genoma de referencia. La realizacién 63 incluye el método de una cualquiera
de las realizaciones 57 a 62, en donde el primer conjunto de posiciones genémicas incluye tanto posiciones genémicas
izquierdas como posiciones genémicas derechas.

La realizacion 64 incluye un método para determinar una contribucién proporcional de un primer tejido en una mezcla
de ADN, comprendiendo el método: identificar sitios de hipersensibilidad a DNasa que son especificos del primer
tejido; analizar una pluralidad de moléculas de ADN acelular de la muestra biolégica, en donde analizar una molécula
de ADN acelular incluye: identificar una ubicacion de la molécula de ADN acelular en un genoma humano de referencia,
incluyendo la ubicacion ambos extremos de la molécula de ADN acelular; identificar un primer conjunto de primeras
posiciones gendémicas, cada una de las cuales tiene un minimo local de moléculas de ADN acelular alineadas con la
posicion genémica y que se extiende un nimero especificado de nucleétidos a ambos lados de la posicion genémica;
identificar un segundo conjunto de segundas posiciones genémicas, teniendo cada una un maximo local de moléculas
de ADN acelular alineadas con la posicidon genémica y que se extienden el nimero especificado de nucleétidos a
ambos lados de la posicidon genémica; calcular un primer nimero de moléculas de ADN acelular que terminan en una
de las primeras posiciones genomicas en uno de los sitios de hipersensibilidad a DNasa; calcular un segundo nimero
de moléculas de ADN acelular que terminan en una de las primeras posiciones gendémicas en uno de los sitios de
hipersensibilidad a DNasa; determinar una relacion del primer ndmero y el segundo numero; y determinar la
contribucion proporcional del primer tejido basandose en la relacién. La realizacién 65 incluye el método de la
realizacion 64, en donde la identificacion de un primer conjunto de primeras posiciones genémicas incluye: para cada
una de una pluralidad de posiciones gendmicas: determinar una primera cantidad de moléculas de ADN acelular que
se localizan en el locus y se extienden un nimero especificado de nucleétidos a ambos lados del locus; determinar
una segunda cantidad de moléculas de ADN acelular que se localizan en el locus; y determinar una primera relacién
de la primera cantidad y la segunda cantidad; e identificar una pluralidad de minimos locales en las relaciones. La
realizacion 66 incluye el método de una cualquiera de las realizaciones 64 o 65, en donde la mezcla de ADN es plasma
o suero. La realizacién 66 incluye el método de una cualquiera de las realizaciones 64 a 66, en donde la pluralidad de
moléculas de ADN acelular es de al menos 1.000 moléculas de ADN acelular.

La realizacién 67 incluye un método para determinar una contribucién proporcional de un primer tejido en una mezcla
de ADN, comprendiendo el método: identificar ubicaciones genémicas en las que los fragmentos de ADN tienen una
frecuencia por encima de un umbral para un extremo del fragmento de ADN para el primer tejido; y analizar una
pluralidad de moléculas de ADN acelular de la muestra biologica, en donde analizar una molécula de ADN acelular
incluye: identificar una ubicacion de la molécula de ADN acelular en un genoma humano de referencia, incluyendo la
ubicacién ambos extremos de la molécula de ADN acelular; calcular un primer nimero de moléculas de ADN acelular
que terminan en una de las posiciones genémicas identificadas en uno de los sitios de hipersensibilidad a DNasa;
calcular una relacion a partir del primer nimero y una cantidad de ADN secuenciado; y determinar la contribucién
proporcional del primer tejido basandose en la relacion. La realizacion 68 incluye el método de la reivindicacion 67, en
donde el primer tejido es un tumor. La realizacién 69 incluye el método de la reivindicacién 67, en donde el primer
tejido es tejido fetal. La realizacién 70 incluye un método para predecir si un fragmento de ADN que porta una supuesta
mutacion procede realmente de un tumor, comprendiendo el método: identificar localizaciones genomicas en las que
los fragmentos de ADN tienen una frecuencia por encima de un umbral para un extremo del fragmento de ADN; y
determinar una probabilidad basada en el fragmento de ADN que termina en una de las localizaciones genémicas
identificadas.

La realizacién 71 incluye un producto informatico que comprende un medio legible por ordenador que almacena una
pluralidad de instrucciones para controlar un sistema informatico para realizar una operacion de cualquiera de las
realizaciones de 1 a 70. La realizacion 72 incluye un sistema que comprende: el producto informatico de la realizacién
71; y uno o mas procesadores para ejecutar las instrucciones almacenadas en el medio legible por ordenador. La
realizacion 73 incluye un sistema que comprende medios para realizar cualquiera de las realizaciones 1 a 70. La
realizacion 74 incluye un sistema configurado para realizar cualquiera de las realizaciones 1 a 70. La realizacién 75
incluye un sistema que comprende médulos que realizan respectivamente las etapas de cualquiera de las
realizaciones 1 a 70.

XIl. SISTEMA INFORMATICOS

Cualquiera de los sistemas informaticos mencionados en este documento puede utilizar cualquier nimero adecuado
de subsistemas. En la FIG. 39 relacionada con el aparato informatico 10 se muestran ejemplos dichos subsistemas.
En algunas realizaciones, un sistema informatico incluye un Unico aparato informatico, donde los subsistemas pueden
ser los componentes del aparato informatico. En otras realizaciones, un sistema informatico puede incluir varios
aparatos informaticos, siendo cada uno de ellos un subsistema, con componentes internos. Un sistema informatico
puede incluir ordenadores de sobremesa y portatiles, tabletas informaticas, teléfonos moéviles y otros dispositivos
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moéviles.

Los subsistemas mostrados en la FIG. 39 estan interconectados a través de un bus de sistema 75. Se muestran
subsistemas adicionales, como una impresora 74, teclado 78, dispositivos de almacenamiento 79, monitor 76 que esta
conectado a un adaptador de pantalla 82, y otros. Los dispositivos periféricos y de entrada/salida (E/S), que se acoplan
al controlador de E/S 71, pueden conectarse al sistema informatico mediante cualquier tipo de conexién conocida en
la técnica, tal como el puerto de entrada/salida (E/S) 77 (por ejemplo, USB, FireWire®). Por ejemplo, el puerto de E/S
77 o la interfaz externa 81 (por ejemplo, Ethernet, Wi-Fi, etc.) pueden utilizarse para conectar el sistema informatico
10 a una red de area amplia, como Internet, un dispositivo de entrada de ratén o un escaner. La interconexién mediante
el bus de sistema 75 permite que el procesador central 73 se comunique con cada subsistema y asi controlar la
ejecucion de diversas instrucciones procedentes de la memoria del sistema 72 o de los dispositivos de almacenamiento
79 (por ejemplo, un disco fijo, tal como un disco duro o un disco Optico), asi como el intercambio de informacién entre
subsistemas. La memoria del sistema 72 y/o los dispositivos de almacenamiento 79 pueden ser realizaciones de un
medio legible por ordenador. Otro subsistema es un dispositivo de recogida de datos 85, tal como una camara,
microfono, acelerdmetro y similares. Cualquiera de los datos mencionados en el presente documento puede ser la
salida de un componente a otro componente y puede ser la salida al usuario.

Un sistema informatico puede incluir una pluralidad de los mismos componentes o subsistemas, por ejemplo,
conectados entre si por la interfaz externa 81 o por una interfaz interna. En algunas realizaciones, los sistemas,
subsistemas o aparatos informaticos pueden comunicarse a través de una red. En dichos casos, un ordenador puede
considerarse como cliente y otro ordenador como servidor, donde cada uno puede formar parte de un mismo sistema
informatico. Un cliente y un servidor pueden incluir cada uno varios sistemas, subsistemas o componentes.

Los aspectos de las realizaciones pueden implementarse en forma de logica de control utilizando hardware (por
ejemplo, un circuito integrado de aplicacion especifica o una matriz de puertas programables en campo) y/o utilizando
software informatico con un procesador generalmente programable de forma modular o integrada. Como se usa en el
presente documento, un procesador incluye un procesador de un solo nicleo, un procesador de varios niicleos en un
mismo chip integrado, o multiples unidades de procesamiento en una sola placa de circuito o en red. Basandose en la
divulgacion y las técnicas proporcionadas en el presente documento, un experto habitual en la materia conocera y
percibira otras formas y/o métodos para implementar las realizaciones de la presente invencién utilizando hardware y
una combinacion de hardware y software.

Puede implementarse cualquiera de los componentes o las funciones de software descritos en la presente solicitud
como codigo de software para su ejecucién mediante un procesador utilizando cualquier lenguaje informatico
adecuado, tal como, por ejemplo, Java, C, C++, C#, Objective-C, Swift, o lenguaje de scripting como Perl o Python
utilizando, por ejemplo, técnicas convencionales u orientadas a objetivos. El c6digo de software puede almacenarse
como una serie de instrucciones 0 comandos en un medio legible por ordenador para su almacenamiento y/o
transmision. Un medio legible por ordenador no transitorio adecuado puede incluir una memoria de acceso aleatorio
(RAM), una memoria de solo lectura (ROM), un medio magnético como un disco duro o disquete o un medio 6ptico tal
como un disco compacto (CD) o un DVD (disco digital versatil), memoria flash y similares. El medio legible por
ordenador puede ser cualquier combinacién de tales dispositivos de almacenamiento o transmision.

Dichos programas también pueden codificarse y transmitirse utilizando sefiales portadoras adaptadas para la
transmision a través de redes cableadas, 6pticas y/o inalambricas que se ajusten a una variedad de protocolos, incluida
Internet. Asi, se puede crear un medio legible por ordenador utilizando una sefial de datos codificada con dichos
programas. Los medios legibles por ordenador codificados con el codigo del programa pueden empaguetarse con un
dispositivo compatible o proporcionarse por separado de otros dispositivos (por ejemplo, a través de descarga de
Internet). Cualquier medio legible por ordenador puede residir en o dentro de un solo producto informatico (por ejemplo,
un disco duro, un CD o un sistema informatico completo) y puede estar presente en o dentro de diferentes productos
informaticos dentro de un sistema o red. Un sistema informatico puede incluir un monitor, una impresora u otro
dispositivo de presentacion adecuado para proporcionar a un usuario cualquiera de los resultados mencionados en el
presente documento.

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

La descripcion anterior de las realizaciones de ejemplo de la invencién se ha presentado con fines ilustrativos y

descriptivos. No pretende ser exhaustiva o limitar la invencién a la forma precisa descrita, y son posibles muchas
modificaciones y variaciones a la luz de la ensefianza anterior.
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Una cita de "un", "una" o "el/la" se entiende como "uno 0 mas" a menos que se indique especificamente lo contrario.
El uso de "o" pretende hacer referencia a un "o inclusivo”, y no a un "o exclusivo", a menos que se indique
especificamente lo contrario. La referencia a un "primer" componente no requiere necesariamente que se proporcione
un segundo componente. Ademas, la referencia a un "primer" o un "segundo" componente no limita el componente
referido a una ubicacién concreta, a menos que se indique expresamente.
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REIVINDICACIONES
1. Un método de analisis de una muestra biolégica, comprendiendo el método:

identificar al menos una regién gendémica que tiene un patrén de fragmentacion especifico de un primer tipo de
tejido;

analizar una pluralidad de moléculas de ADN acelular de la muestra biolégica, incluyendo la muestra biolégica
moléculas de ADN acelular de una pluralidad de tipos de tejidos que incluye el primer tipo de tejido, en donde
analizar una molécula de ADN acelular incluye:

determinar una posicién gendémica en un genoma de referencia correspondiente a al menos un extremo de la
molécula de ADN acelular;

identificar un primer conjunto de primeras posiciones genomicas, teniendo cada primera posicién genémica un
minimo local de extremos de moléculas de ADN acelular correspondientes a la primera posicién genémica;
identificar un segundo conjunto de segundas posiciones gendmicas, teniendo cada segunda posiciéon gendémica un
maximo local de extremos de moléculas de ADN acelular correspondientes a la segunda posicién genémica;
determinar un primer nimero de moléculas de ADN acelular que terminan en una cualquiera de las primeras
posiciones gendmicas en una cualquiera de la al menos una regidon genémica;

determinar un segundo nimero de moléculas de ADN acelular que terminan en una cualquiera de las segundas
posiciones gendmicas en una cualquiera de las al menos una regiéon genémica;

calcular un valor de separacion utilizando el primer nimero y el segundo ndmero; y

determinar una clasificacion de una contribucién proporcional del primer tipo de tejido comparando el valor de
separacién con uno o mas valores de calibraciéon determinados a partir de una o mas muestras de calibracién
cuyas contribuciones proporcionales del primer tipo de tejido son conocidas.

2. El método de la reivindicacién 1, en donde el primer conjunto de primeras posiciones genémicas incluye multiples
posiciones genémicas, en donde el segundo conjunto de segundas posiciones gendémicas incluye multiples posiciones
genomicas,

en donde determinar el primer nimero de moléculas de ADN acelular incluye determinar una primera cantidad de
moléculas de ADN acelular que terminan en cada primera posicién genémica, determinando de este modo una
pluralidad de primeras cantidades, en donde determinar el segundo nimero de moléculas de ADN acelular incluye
determinar una segunda cantidad de moléculas de ADN acelular que terminan en cada segunda posicion
genomica, determinando de este modo una pluralidad de segundas cantidades, y

en donde calcular el valor de separacion incluye:

determinar una pluralidad de relaciones separadas, cada relacién separada de una de la pluralidad de primeras
cantidades y una de la pluralidad de segundas cantidades, y
determinar el valor de separacion utilizando la pluralidad de relaciones separadas.

3. El método de la reivindicacién 1 0 2, en donde la al menos una regién genémica incluye (1) uno o mas sitios de
hipersensibilidad a DNasa, o (2) uno o mas sitios de nucleasa ATAC-seq o de micrococos.

4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde cada una de la al menos una regién
genomica que tiene el patrén de fragmentacion especifico del primer tipo de tejido incluye uno o mas alelos especificos
del primer tejido en al menos una muestra adicional.

5. El método de la reivindicacion 4, en donde la una o mas muestras de calibraciéon incluyen la al menos una muestra
adicional.

6. El método de la reivindicacién 5, que comprende ademas:
para cada muestra de calibracién de la una o mas muestras de calibracion:

medir una contribucién proporcional correspondiente del primer tipo de tejido; y

determinar un valor de separacién correspondiente utilizando (1) un primer nimero correspondiente de moléculas
de ADN acelular que terminan en una cualquiera de las primeras posiciones gendémicas en una cualquiera de la al
menos una regién gendémica para la muestra de calibracién y (2) un segundo niimero correspondiente de moléculas
de ADN acelular que terminan en una cualquiera de las segundas posiciones gendémicas en una cualquiera de la
al menos una region gendmica para la muestra de calibracion, obteniendo de este modo uno o mas puntos de
datos de calibracion, en donde cada punto de datos de calibracion especifica la contribucion proporcional medida
del primer tipo de tejido para la al menos una muestra adicional y el valor de separacion correspondiente.

7. El método de la reivindicacién 6, en donde el uno o mas puntos de datos de calibracién son una pluralidad de puntos
de datos de calibracion que forman una funcién de calibracién que se aproxima a la pluralidad de puntos de datos de
calibracién.

8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde las moléculas de ADN acelular alineadas
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con una posicion genémica del primer conjunto de primeras posiciones genémicas se extienden un numero
especificado de nucleétidos a ambos lados de la posicion genomica.

9. El método de la reivindicacion 8, en donde el nimero especificado esta entre 10 y 80 nucleotidos.

10. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde identificar el primer conjunto de primeras
posiciones gendmicas incluye:

para cada una de una pluralidad de posiciones genémicas:

determinar una primera cantidad de moléculas de ADN acelular que se localizan en la posicién genémica y se
extienden un nimero especificado de nucleétidos a ambos lados de la posicién gendmica;

determinar una segunda cantidad de moléculas de ADN acelular que se localizan en la posicién genémica; y
determinar una relacion de (1) la primera cantidad de moléculas de ADN acelular que se localizan en la posicion
gendmica y se extienden un nimero especificado de nucleétidos a ambos lados de la posicidon genémica y (2)
la segunda cantidad de moléculas de ADN acelular que se localizan en la posicidon genémica; e

identificar una pluralidad de minimos locales y una pluralidad de maximos locales en las relaciones.
11. El método de la reivindicacion 8, en donde, para una posicidon genémica dada de la pluralidad de posiciones
genomicas, la segunda cantidad de moléculas de ADN acelular que se localizan en la posicidon gendmica corresponde
a un numero total de las moléculas de ADN acelular que se alinean con la posicién genémica dada.
12. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la muestra biolégica es plasma o suero.
13. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde

el primer tipo de tejido es un tumor, y

la clasificacion se selecciona de un grupo que consiste en: una cantidad de tejido tumoral en un sujeto, un tamafio

del tumor en el sujeto, un estadio del tumor en el sujeto, una carga tumoral en el sujeto y presencia de metastasis

tumorales en el sujeto.

14. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en donde la clasificacién de la contribucién proporcional
corresponde a un intervalo por encima de un porcentaje especificado.

15. Un programa informatico que comprende una pluralidad de instrucciones que pueden ejecutarse por un sistema

informatico, que cuando se ejecutan de este modo controlan el sistema informatico para realizar el método de una
cualquiera de las reivindicaciones anteriores.
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Identificar al menos una region gendmica que tiene
un patron de fragmentacidn espectfico para el primer
tipa de tejido

;

Analizar moléenlas de ADN acelular para determinar
las posiciones gendmicas en un genoma de referencia
correspondientes a al menos an extremo de la moléenla
de ADN acelular

'

Identificar {as primeras posiciones gendnicas que tienen
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acelular correspondientes a la primera posicion gendmica

é

Identificar las segundas posiciones gendmicas que tienen
un mintio local de extremos de moléeulas de ADN
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gendmica

;
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Calcular un valor de separacidn utilizando
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Posiciones terminales de fragmentos de ADN
entre las mutaciones presentes en el plasma
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Nucleéticio de interés
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3610 de moléculas de ADN acelular del primer

3620

3840

3630 de ADN acelular terminan dentro

ES 2960 201 T3

Identificar un primer conjunto de posiciones
gendniicas en las que se producen extremos

tipo de tejido por encima de vn umbral

Analizar las moléculas de ADN acelular para determinar
las posiciones gendmicas en un genoma de referencia
correspondiente a al menos un extremo de la molécula

de ADN acelular

:

Determinar que un primer ndmero
de la primera pluralidad de moléculas

de una pluralidad de ventanas

¥

Calcular una abundancia relativa normalizande e} primer mimero
utilizando vn segundo miunere de molécuias de ADN acelular
gue tenminan en un segundo conjunto de posiciones gendmicas

3650 de tejido basindose

Determinar una clasificacion
de una proporcion del primer tipo

en la abundancia relativa

FiG. 36
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Genotipo

de la madre

7

Genotipo
fetal

Posicion terminal especifica
del embarazo

FiG. 37
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381G

3820

3830

3840

3850

ES 2960 201 T3

Identificar una primera posicion gendmica
en la que se producen extremeos de moléculas
de ADN acehilar def primer tipo de tejido
con una frecuencia por encima de un umbral

.

Analizar moleculas de ADN acelular
para detenminar posiciones gendinicas
en un genoma de referencia
correspondiente a al menos un extremo
de la molécula de ADN acelular

Identificar un conjunto de moléculas
de ADN acclular que terminan en la primera
posicion gendmica basandose en ef analisis
de la primera pluralidad de moléculas
de ADN acelular

%...........

Determinar una base correspondiente
que se encuentra en la primera posicion
gendmica de cada moléeula de ADN
acelular del primer conjunto de moléculas
de ADN acelular

%«.«.««.

Determinar el genotipo del primer tipo
de tejido en la primera posicion gendmica
utilizando las bases correspondientes
que se encuentran en la primera posicion
gendimica en el primer conjunto
de moléculas de ADN acelular

FiG. 38
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