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METODOS E REAGENTES PARA DETECTAR E AVALIAR A GENOT OXICIDADE
REFERENCIA CRUZADA A PEDIDOS RELACIONADOS

[0001] Este pedido reivindica prioridade e o beneficio Bledido de Patente
Provisorio U.S. 62/630.228, depositado em 13 dert#ro de 2018, e do Pedido de Patente
Provisorio U.S. 62/737.097, depositado em 26 dengato de 2018, cujas divulgacbes sdo aqui
incorporadas por referéncia na sua totalidade.

FUNDAMENTOS

[0002] Genotoxicidade se refere a propriedade destrugvagentes ou processos
(isto é, genotoxinas) que causam danos ao matgradtico (por exemplo, DNA, RNA). Nas
linhagens de células germinativas, o dano ao naatigiacido nucleico tem o potencial de resultar
em uma mutacdo hereditaria da linhagem germinagimguanto o dano ao material de acido
nucleico em células soméaticas pode resultar emmatacdo somatica. Em alguns casos, essas
mutacdes somaticas podem levar a malignidade owwsouloencas. Foi estabelecido que a
exposicao a genotoxina pode causar direta ou tadiente esse dano ao acido nucleico ou, em
alguns casos, pode ser responsavel por causar eimediretamente o dano ao acido nucleico. Por
exemplo, uma substancia genotoxica pode interaggtanente com o material genético para
causar alteracdes na prépria sequéncia nucleotidicaa sua estrutura ou criar modificacdes
quimicas (por exemplo, adutos ou quebras) que quanffem tentativa de serem copiadas,
reparadas ou processadas por maquinas celuladezem (ou aumentam a probabilidade de
induzir) alteracdes na sequéncia nucleotidica. Aotgxina pode ser um produto quimico ou
processo de ocorréncia natural (por exemplo, carédéi ou luz UV) ou um produto quimico ou
processo ou terapia criado artificialmente (pomeple, uretano industrial, aparelhos de raios-X,
muitas drogas quimioterapicas e algumas formasrdpit genética).

[0003] Outras genotoxinas podem indiretamente desencatiays aos acidos
nucleicos, ativando vias celulares que reduzerdddidiade da replicacdo do DNA. Por exemplo,
isso pode ser a ativacao direta ou indireta de magule ciclo celular que ignora os pontos de
verificacdo normais ou reduz o reparo normal ddagchnucleicos (como desregulacéo direta ou
indireta de qualquer uma das muitas vias de repgar@cido nucleico, incluindo reparo de
incompatibilidade (MMR), reparo por excisao de rotideo (NER), reparo por excisdo de base
(BER), reparo por quebra de fita dupla (DSBR), reecoplado por transcricao (TCR), juncao
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final ndo homologa (NHEJ), entre outros). Outrasogexinas podem atuar indiretamente
promovendo o ambiente celular que €, ele prépaaptHxico. Um exemplo desse ambiente é o
"estresse oxidativo", que pode ser criado aumentanoducéo de espécies reativas de oxigénio
em um organismo (por exemplo, através da estimoldédinflamacdo mediada pelo sistema
imunoldgico) ou célula que pode causar danos a®riabigenético, modificando a propria
composicao quimica da sequéncia ou alterando esthumente as fitas de acido nucleico. Ainda
outra forma indireta de genotoxinas sdo agentgar@Lessos que suprimem certos aspectos do
sistema imunologico de um organismo. Tais redugigsvigilancia imune podem levar a
genotoxicidade em um organismo, permitindo a perifdo de micro-organismos que podem ser
genotoxicos através de qualquer um de varios maoasi (por exemplo, causando inflamacao ou
promovendo a progressdo do ciclo celular em cddoslos). Além disso, esses agentes ou
processos podem contribuir para a carga genot@ecam organismo através da reducdo da
capacidade normal de purgar células portadorasalenalidades genéticas que, de outra forma,
seriam eliminadas e seriam cancerigenas por essanim@o. Os mecanismos de muitas
genotoxinas ainda precisam ser descobertos.

[0004] As genotoxinas podem se originar de uma variedad®owtes externas e
internas. Por exemplo, fontes externas (exdgenad@rp incluir produtos quimicos ou uma
mistura de produtos quimicos (por exemplo, prodtaamacéuticos, subprodutos industriais/de
fabricacéo, residuos quimicos, cosmeéticos, prodigdsnpeza, plastificantes, fumaca de tabaco,
solventes etc.); metais pesados, particulas tramasias pelo ar, contaminantes, produtos
alimenticios, radiacdo (por exemplo, fétons, coradiacdo gama, radiacdo X, radiacdo de
particulas ou uma mistura dos mesmos), forcagafigwor exemplo, um campo magnético, campo
gravitacional, forcas de aceleracédo, etc.) do ambieatural ou de um dispositivo; outro
organismo (por exemplo, virus, parasitas, bactéprasozoarios, fungos) ou produzido por outro
organismo de ocorréncia natural (por exemplo, fengantas, animais, bactérias, bactérias,
protozoarios, etc.). Certas culturas em si (pormgte, tabaco) contém genotoxinas conhecidas
em sua forma natural. As culturas alimentares bagiodem ficar contaminadas com genotoxinas
durante o crescimento (por exemplo, contaminacamda de irrigacdo com residuos industriais),
colheita (por exemplo, co-colheita inadvertida diduras com aristocholia, que produzem o acido
aristoléquico mutagénico), armazenamento (por ekgngguminosa Umida e silos de graos que
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levam ao crescimento de espécies de aspergilluspmporizem a aflatoxina mutagénica) ou
durante a preparacao (por exemplo, fumo e algutmesométodos de preservacdo de carnes, que
criam muitas formas de genotoxinas ou coziment@melos a alta temperatura que podem
produzir a acrilamida mutagénica). Alguns exempie$ontes internas (isto €, enddégenas) podem
incluir processos bioquimicos ou os resultadosdegssos bioquimicos. Por exemplo, um agente
qguimico pode ser determinado como sendo uma genatsg o agente for um precursor de um
mutagénico que resulta da ativacdo metabolica.o®exemplos podem incluir estimuladores de
vias inflamatorias (por exemplo, estresse, doemag¢dsimunes) ou inibidores de apoptose ou
vigilancia imunologica. Independentemente da fowéeios fatores desempenham um papel na
determinacdo de se um agente ou processo é pdtemcia genotoxico, mutagénico ou
carcinogénico (isto €, causador de cancer).

[0005] Em certas aplicacdes, a capacidade de detectaramtifgqpar processos
mutagénicos € importante para avaliar o risco deearae prever 0 impacto da exposicédo
cancerigena em humanos. Da mesma forma, avali@ea@al de compostos quimicos ou outros
agentes causarem mutacdes de acidos nucleicosetemmanto essencial dos testes de seguranca
do produto antes da comercializacao (por exemptalytos farmacéuticos, cosméticos, produtos
alimenticios, subprodutos de fabricacdo e semeadbpnDs métodos atuais de identificacdo de
genotoxinas sao trabalhosos, dispendiosos e deao®fadr exemplo, anos entre a exposi¢ao e 0s
sintomas), podem nao ser representativos do verdaeiito humano (versos apenas certos
organismos modelo) e, em alguns casos, apreseifiaoidhde em identificar o agente causador
exato. Por exemplo, ocasionalmente, é necessdeteacdo de um aumento da incidéncia de uma
populacao de sujeitos doentes (por exemplo, agkmosrde cancer) antes de iniciar uma busca
por uma genotoxina (por exemplo, analises farmaa&ué de seguranca alimentar, contaminantes
ambientais ou investigacdo de descarte ambientd), e

[0006] As medidas convencionais de mutacdo somaticdavo sdo indiretamente
inferidas a partir de ensaios baseados em selagdoaetérias, cultura de células ou animais
transgénicos, onde o efeito em todo 0 genoma apotrdo de um pequeno reporter artificial. Por
conseguinte, 0s ensaios atualmente utilizados shsetittos imperfeitos para o verdadeiro
potencial genotéxico de um composgtovivo, e sao trabalhosos, enquanto fornecem apenas um

subconjunto limitado de informag6es sobre o pot#maitagénico de um compostg provavel
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gue muitos compostos que apresentam potencial Bnitalgem sistemas bacterianos artificiais
(isto é, o ensaio de Ames), nao reflitam com pé&ecisn risco genuino em seres humanos e facam
com gue outros compostos terapeuticamente prorassejam desnecessariamente retirados do
desenvolvimento ou uso comercial. Da mesma fornigna compostos com potencial
carcinogénico o fazem através de mecanismos mutagéméo diretos que sao indetectaveis nas
bactérias. Tais compostos podem causar danos 3gesosu pois o0 risco ndo pode ser
adequadamente reconhecido precocemente.

[0007] Os sistemas reporteres de mamiferos/ivo, como ensaios de roedores
transgénicos (por exemplo, o rato e o camundongBIB&® e o camundongo Muta™), oferecem
uma melhor aproximagdo do efeito de drogas humdpnague as bactérias. Embora sejam
limitados na medida em que os animais nao saosepaEcdes perfeitas dos seres humanos, os
ensaios transgénicos em mamiferos permanecem oslpzsa testes de seguranca pré-clinicos
precoces; no entanto, esses ensaios S0 complakuaesio algo artificiais. O ensaio BigBlue
por exemplo, baseia-se em um sistema baseado énerepo qual um subconjunto de mutagdes
que ocorrem em um transgene lambda-fago de mdtigidpias pode ser identificado
fenotipicamente apds a recuperacéo do reportemrporetor de vaivém que € entdo transfectado
para bactérias. Nem todas as mutacbes que ocowegene repoérter da 294 BP podem ser
detectadas, pois muitas ndo conferem um fenétigardéprio transgene € altamente condensado,
metilado e ndo representa o estado de transcric@odensacao altamente variavel do genoma
mais amplo. A passagem de moléculas mutantes atdievénaquinas virais e bacterianas tem o
potencial de introduzir mutagdes artefatuais d@raegulamento inerente que ocorre em cada etapa
significa que a fracdo alelo das mutacdes é naotigaidva. Além disso, o teste requer o uso de
cepas especificas de um subconjunto limitado décesp E os proprios roedores nao sao
representacdes perfeitas dos seres humanos. Paplexa aflatoxina é altamente mutagénica em
humanos, mas nao é significativamente canceriganeaemundongos ap6s a maturidade sexual
quando certas enzimas metabdlicas se expressaug fagjlita sua desintoxicacdo. Embora os
roedores transgénicos continuem sendo um padrém awal aceito pela Food and Drug
Administration (FDA) dos EUA e outras agéncias tagaras como uma métrica valida de

genotoxicidade que pode ser usada como substitutamtinogenicidade em algumas situagdes
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de teste, esté longe de ser o ideal como amplaroglizado ferramenta para avaliar o potencial
de um composto causar cancer em humanos.

[0008] E necessario um método rapido, flexivel e configuel permita a medigéo
direta do potencial genotoxico de fatores/agemdsientes aos quais um sujeito possa ser exposto,
causando mutacBes e danos aos &cidos nucleicosibaomo para certos riscos a saude
(cancer/malignidade/neoplasia, neurotoxicidade, raumgeneracéo, infertilidade, defeitos
congénitos, etc.) O método deve ser utilizavel eladquer locus gendémico de qualquer tipo de
tecido e/ou tipo de célula em qualquer tipo de migyao e sem a necessidade de nenhuma selecéo
clonal (conforme exigido nos testes padrdo-ourtédaica anterior) e ao fornecer informacdes
(inferido ou diretamente) no mecanismo de acadmd®wm fator cancerigeno causa mutagdes ou
outros danos genotoxicos in vivo, levando ao desleimaento de cancer ou outras doencas ou
distarbios no sujeito/organismo, ou outro organisnoalelado pelo sujeito/organismo.

[0009] Se uma ferramenta suficientemente precisa e CoEvEeNtom esses recursos
estivesse disponivel, ela teria muitas aplicacies, exemplo: nos testes de seguranca de
medicamentos pré-clinicos e clinicos; na prevendignostico e tratamento de doencas e
disturbios associados a genotoxina; na deteccdentificacdo de fatores/agentes causadores de
mutacdes e seus mecanismos de acédo; e outrasagi@Eem todo o setor (por exemplo, testes
de poluicdo ambiental e determinacdo de niveisatiesi de inicio de toxicidade, testes de
seguranca de produtos de consumo de alto rendipgiagnostico e tratamento de pacientes se
houver suspeita de exposicdo toxica, avaliacaoist® e seguranca nacional de liberacao
intencional ou n&do intencional de genotoxinas .etc.)

SUMARIO

[0010] A presente tecnologia é direcionada a métodognse e kits de reagentes
para avaliar a genotoxicidade. Em particular, algsimodalidades da tecnologia sao direcionadas
a utilizacdo do Sequenciamento Duplex para avahampotencial genotdxico de um composto
(por exemplo, um composto quimico) e/ou um agemigiental (por exemplo, radiacdo) em um
sujeito exposto. Por exemplo, varias modalidadegrésente tecnologia incluem a execucéo de
meétodos de Sequenciamento Duplex que permitem &&wedireta de mutacdes induzidas por
compostos em qualquer contexto genémico de qualogrganismo, e sem a necessidade de
qualquer selecédo clonal. Outros exemplos da preseciiologia sdo direcionados a métodos para
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detectar e avaliar a mutagénese gendmicavo usando o Sequenciamento Duplex e reagentes
associados. Varios aspectos da presente tecnodogienuitas aplicacdes em testes de seguranca
de drogas pré-clinicas e clinicas, além de outnpicacées em todo o setor.

[0011] Em uma modalidade, a presente tecnologia compreemdenétodo para
detectar e quantificar mutagdes gendmicas desedeasin vivoem um sujeito apos a exposi¢ao
do sujeito a um mutagénico, compreendendo: (1) Segamento Duplex de uma ou mais
moléculas de DNA de fita dupla alvo extraidas desujeito exposto a um mutagénico; (2) gerar
uma sequéncia de consenso corrigida por erro gareokculas de DNA de fita dupla alvo; e (3)
identificar um espectro de mutagcédo para as moléadaDNA de fita dupla direcionadas; (4)
calcular uma frequéncia mutante para as molécidaBMA de fita dupla alvo, calculando o
namero de mutacdes Unicas por par de bases ddelexn ou mais tipos, sequenciadas.

[0012] Em outra modalidade, a presente tecnologia comgeeam método para
gerar uma assinatura mutagénica de um compostestls tompreendendo: (1) fragmentos de
DNA de sequenciamento duplex extraidos de um asgamiivo, por exemplo, um animal de
teste, exposto ao composto de teste; e (2) gerarassinatura mutagénica do composto de teste.
E o método pode ainda compreender calcular umaéresa mutante para uma pluralidade de
fragmentos de DNA, calculando o numero de mutag@i@sas por par de bases duplex
sequenciado.

[0013] Em outra modalidade, a presente tecnologia comgeeseam método para
avaliar um potencial genotoxico de um composto, preendendo: (1) fragmentos de DNA
direcionados de sequenciamento duplex extraidashdmimal de teste exposto ao composto para
gerar sequéncias de consenso corrigidas por esrragmentos de DNA direcionados; (2) gerar
uma assinatura mutagénica do composto a partsetpgncias de consenso corrigidas por erros;
e (3) determinar se a exposi¢cdo ao composto reseihouma assinatura mutagénica representativa
de um composto suficientemente genotoxico.

[0014] Em outra modalidade, a presente tecnologia comgeddis compreendendo
reagentes com instru¢cdes para a conducdo dos rsétmld divulgados para deteccédo e
quantificacdo de genotoxinas. Os kits podem airmdapceender um produto de programa de
computador instalado em um dispositivo de compuotatgironica (por exemplo, laptop/desktop,
tablet, etc.) ou acessivel via rede (por exemmoyidor remoto com um banco de dados de
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registros de sujeitos e genotoxinas detectadaspraduto do programa de computador €
incorporado em um meio legivel por computador maositério que, quando executado em um
computador, executa etapas dos métodos usandts @g)ii divulgados para detectar e identificar
genotoxinas.

[0015] Em outra modalidade, a presente tecnologia comges&im sistema de
computador em rede para identificar ou confirmax@osicdo de um sujeito a pelo menos uma
genotoxina, compreendendo: (1) um servidor rem(p;uma pluralidade de dispositivos de
computacdo eletrbnica do usuario capazes de utibgakits aqui divulgados para extrair,
amplificar, sequenciar uma amostra de um sujesjouth banco de dados de terceiros com perfis
conhecidos de genotoxina (opcional); e (4) umacedeou sem fio para transmitir comunicagoes
eletrénicas entre os dispositivos de computacdwdelea, o banco de dados e o servidor remoto.
O servidor remoto compreende ainda: (a) um bancades que armazena resultados de registros
de genotoxinas do usuario e registros de perfidetoxinas (por exemplo, espectro, frequéncias,
mecanismo de acgbes etc.); (b) um ou mais procaesadooplados comunicativamente a uma
memoria; e um ou mais dispositivos ou meios de aemamento legiveis por computador nao
transitorios compreendendo instrucbes para o(sxepsador(es), em que os referidos
processadores estao configurados para executafesiglas instrugdes para executar operagdes
gue compreendem as etapas de: correcao de errémgoentos de Sequenciamento Duplex; e
computar o espectro de mutacao, a frequéncia neueamespectro de mutacao tripleto dos agentes
detectados, a partir dos quais a identidade derpefms uma genotoxina pode ser determinada.

[0016] A presente tecnologia compreende ainda, um medwrdazenamento legivel
por computador ndo transitério, compreendendolgdes que, quando executadas por um ou
mais processadores, executam um método para dederse um sujeito esta exposto e/ou a
identidade de pelo menos uma genotoxina, o métodpreendendo as etapas de correcao de
erros nos fragmentos de Sequenciamento Duplexnpuwando o espectro de mutacao, frequéncia
mutante e espectro tripleto de agentes detectagmstir dos quais € determinada a identidade de
pelo menos uma genotoxina.

[0017] A presente tecnologia compreende ainda um métoapeiadorizado para
determinar se um sujeito é exposto e/ou a iderdidi@dpelo menos uma genotoxina, 0 método
compreendendo as etapas de corrigir erros nos égside Sequenciamento Duplex; e computar
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0 espectro de mutacao, frequéncia mutante e espgepteto de agentes detectados, a partir dos
quais é determinada a identidade de pelo menogjenw@oxina.

[0018] Em outra modalidade, a presente tecnologia comgesem método, sistema
e kit para diagnosticar e tratar um sujeito expastmna genotoxina. O diagndstico compreende
detectar pelo menos uma genotoxina a qual o su@itxposto e/ou consumido; e o tratamento
compreende remover a exposicéo futura e/ou o camsla(s) genotoxina(s) e/ou administrar
protocolos de tratamento (por exemplo, produtosd@éuticos) para bloquear e/ou contrariar o
efeito bioldgico da(s) genotoxina(s).

[0019] Em outra modalidade, a presente tecnologia comgeaem método, sistema
computadorizado e kit para testes de segurancaodesipré-clinicas e clinicas; para detectar e
identificar agentes cancerigenos e seus mecanidenagao; e por outras implicagcdes em todo o
setor (por exemplo, poluentes ambientais toxicagjytos de consumo de alto rendimento e testes
de seguranca de drogas, etc.).

[0020] Em outra modalidade, a presente tecnologia comgeaem método, sistema
e kit que identifica novas genotoxinas usando ai&ecjamento Duplex corrigido por erro e/ou
entdo determina uma quantidade de limiar de segargeso, volume, concentracao, etc.) e/ou
uma frequéncia de mutante de limiar de segurancan@degenotoxina a qual um sujeito pode ser
exposto antes que o sujeito esteja em risco dendalser uma doenca ou disturbio associado a
genotoxina (por exemplo, usado no estabelecimenpadroes da Agéncia de Protecdo Ambiental;
usado no diagnadstico e tratamento de um sujeitost@@ genotoxina, etc.).

[0021] Em outra modalidade, a presente tecnologia comgeaem método, sistema
e kit para impedir que um sujeito desenvolva umenda ou distirbio associado a mutacao,
determinando se o sujeito foi exposto a uma geimwdaem mais de um nivel limiar de seguranca
(por exemplo, quantidade de genotoxina e/ou frecjgémutante de genotoxina e assinatura
tripleto); e, nesse caso, fornecer tratamento lat@fd para prevenir, inibir ou impedir o inicio da
doenca.

[0022] Um aspecto da presente tecnologia compreende xidaga de detectar
mutacdes que causam uma doenca, mas dentro ds dlgamu algumas semanas ou alguns meses
ou alguns anos apods a exposicdo a uma mutacacagsa genotoxina. Normalmente, o inicio

completo da doencga ndo € diagnosticado por muitos gor exemplo, 10 a 20 anos para o
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desenvolvimento de cancer de pulméo apds a expasicdmianto). Os métodos e kits divulgados
neste documento permitem a deteccdo de mutacoémgas que causam 0 aparecimento da
doenca imediatamente apds a exposi¢cao, contradanespera pelo aparecimento dos sintomas.

[0023] Outro aspecto da presente tecnologia compreendpazidade de prever se
um sujeito tem um risco aumentado de desenvolver dmenca ou distirbio devido a mutacdes
causadas pela genotoxina dentro de cerca de Z5atiaum minimo de anos depois de uma
exposicao potencial a genotoxina; e, se for o ciwsagecer tratamento profilatico e triagem
periodica para detectar o inicio da doenca nogjiestéiciais.

[0024] Outro aspecto compreende uma biblioteca de DNA e ra@todo de
fabricacéo, compreendendo uma pluralidade de fragpaede DNA gendmico isolados de fita
dupla, em que cada fragmento € ligado a uma oumnaiculas adaptadoras desejadas.

[0025] Outro aspecto compreende um método de alto rentimeara rastrear
rapidamente uma pluralidade de compostos paraifidantjuais compostos sao genotoxicos.

[0026] Outro aspecto compreende um método de alto rentlimeara rastrear
rapidamente uma pluralidade de tipos diferentesgedalos/células do mesmo sujeito para
determinar se o sujeito foi exposto a qualquer geira.

[0027] Outro aspecto compreende um método de alto rentlmeara rastrear
rapidamente uma pluralidade de tecidos e célulagadi®s de diferentes sujeitos para determinar
a porcentagem da populacdo exposta a qualqueroyammt

[0028] Outro aspecto compreende determinar direta ou end&imente o
"mecanismo de ag&do" da genotoxina que causa aiedpas ela, resultando em uma mutacao
associada a uma doenca ou distarbio especifico.

[0029] Outras modalidades, aspectos e vantagens da metesnologia sao
descritas mais adiante na descri¢cdo detalhadaua.seg

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

[0030] Muitos aspectos da presente divulgacao podem gert@ma compreendidos
com referéncia aos desenhos a seguir. Os compsnardedesenhos ndo estdo necessariamente
em escala. Em vez disso, é enfatizada a ilustreleé® dos principios da presente divulgacao.

[0031] A FIG. 1A ilustra uma molécula adaptadora de acido nucleéza uso com
algumas modalidades da presente tecnologia e umplermadaptador-acido nucleico de fita
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dupla resultante da ligacdo da molécula adaptadona fragmento de acido nucleico de fita dupla
de acordo com uma modalidade da presente tecnologia

[0032] As FIGS.1B e 1C séo ilustracdes conceituais de varias etapas tmmée
Sequenciamento Duplex de acordo com uma modaldiageesente tecnologia.

[0033] A FIG. 2A é uma ilustracdo conceitual de véarios esquemasétedos para
0 uso de estudos em animaisvivo para prever o risco de cancer em humanos de umpasim
de teste, incluindo estudos convencionais de aagemicidade em roedores a longo prazo
(esquema a esquerda), um estudo convencional dgemitidade em roedores transgénicos com
selecacex vivo(esquema intermediério) e avaliacdo da mutaggmasmeio de um esquema de
sequenciamento direto de DNA, de acordo com aspdetpresente tecnologia (esquema a direita).

[0034] As FIGS.2B e 2Csao ilustracdes conceituais de esquemas de mtados
0 uso do Sequenciamento Duplex para avaliar a réoésgin vitro de um composto de teste em
células humanas cultivadas em cultura (2B) e paabaa a mutagénesa vivo de um composto
de teste em um camundongo de tipo selvagem (2@cdalo com o0s aspectos da presente
tecnologia.

[0035] As FIGS.3A-3D sdao graficos de caixas que mostram frequénciaantast
calculadas para o sequenciamento em duplex (FI&8.3B) e o ensaio de placas BigBlusl
(FIGS. 3C e 3D) no figado e medula 6ssea apOsrtesiimn com mutagénico e de acordo com uma
modalidade da tecnologia atual.

[0036] A FIG. 3E € um grafico que ilustra o aumento relativo dardabutante de
cll no ensaio de placas BigBfuell versus o ensaio de Sequenciamento Duplex das BKGS
3D, e de acordo com uma modalidade da presente tegaol

[0037] A FIG. 3F mostra a propor¢cao de variantes de nucleotideco UBNV)
dentro do genell para placas mutantes escolhidas individualmewotdugzidas a partir de tecido
de camundongo BigBlfee Sequenciamento Duplex do gDNA dé a partir dos tecidos de
camundongo BigBluede acordo com uma modalidade da presente tecaologi

[0038] As FIGS.3G e 3H mostram a distribuicdo de mutacgdes identificadas p
Sequenciamento Duplex direto (FIG. 3G) e entregdacutantes coletadas individualmente (FIG.
3H) decll em todos os tipos de tecido BigBtue grupos de tratamento por posi¢cdo do codon e
consequéncia funcional, de acordo com uma modaidagresente tecnologia.
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[0039] A FIG. 4 é um grafico de barras que mostra a frequéncianteimedida por
Sequenciamento Duplex em varias amostras de caga ge tratamento e de acordo com uma
modalidade da presente tecnologia.

[0040] As FIGS.5A e 5B sao graficos de barras que mostram a frequéndianteu
de genes enddégenos em comparagdo com o transgene figado (FIG. 5A) e medula 6ssea
(FIG. 5B) e medidos por Sequenciamento Duplex aadedo com uma modalidade da presente
tecnologia.

[0041] A FIG. 5C séo graficos de caixa que mostram a frequéncianteutie SNV
(MF) calculada para o Sequenciamento Duplex pddesggénicas para Figado e Medula Ossea
para as categorias de tratamentos indicadas e atdoacom uma modalidade da presente
tecnologia.

[0042] A FIG. 5D é um grafico de dispersdo que mostra medi¢cOesidudiis de
dados agregados mostrados na FIG. 5C de acordomanmodalidade da presente tecnologia.

[0043] A FIG. 6 € um grafico de barras que mostra um espectraitk;ao conforme
medido por Sequenciamento Duplex e de acordo coammatalidade da presente tecnologia.

[0044] As FIGS. 7A-7C sao graficos que mostram espectros de mutacao
trinucleotidica para controle de veiculo (7A), Baladpireno (7B) e N-etil-N-nitrosoureia (7C) de
acordo com uma modalidade da presente tecnologia.

[0045] A FIG. 8 é um grafico de barras que mostra a frequénciamteitie amostras
de pulméo, baco e sangue para animais de contrei@erimentais submetidos a uretano, de
acordo com uma modalidade da presente tecnologia.

[0046] A FIG. 9 é um grafico de barras que mostra uma frequéngiante de ponto
minimo médio entre grupos de amostras de tecidacdedo com uma modalidade da presente
tecnologia.

[0047] A FIG. 10A sao graficos de caixa que mostram SNV MF calculzara
Sequenciamento Duplex por regides génicas parad@ulBaco e Sangue para as categorias de
tratamentos indicadas e de acordo com uma modelidagresente tecnologia.

[0048] A FIG. 10B é um grafico de dispersdo que mostra medicOesidudiis de

dados agregados mostrados na FIG. 10A, e de acondoma modalidade da presente tecnologia.
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[0049] A FIG.11¢é um grafico de barras que mostra o espectro tecdmdo uretano
e um controle de veiculo dentro dos tecidos testasedido por Sequenciamento Duplex e de
acordo com uma modalidade da presente tecnologia.

[0050] As FIGS.12A e 12B séo graficos que mostram espectros de mutagcdo no
contexto de nucleotideos adjacentes (isto €, asgei¢ trinucleotideos) para controle de veiculo
(12A) e uretano (12B) de acordo com uma modalidiaderesente tecnologia.

[0051] A FIG. 13 mostra a tendéncia de fita espectral de variaatautleotideo
anico (SNV) em amostras tratadas com uretano ded@acmom uma modalidade da presente
tecnologia.

[0052] A FIG. 14 é um gréfico que ilustra a selecdo clonal neogdasim estégio
inicial de fracfes de alelos variantes, confornteatado por Sequenciamento Duplex, de acordo
com uma modalidade da presente tecnologia.

[0053] A FIG. 15A é um grafico que ilustra SNVs representados sabintervalos
gendmicos para 0s éxons capturados da farmR#isde genes, incluindo os loci transgénicos
humanos, no modelo de camundongo Tg-rasH2 e de@ocom uma modalidade da presente
tecnologia.

[0054] A FIG. 15B é um grafico que ilustra variantes de nucleotittdoo alinhadas
ao éxon 3 do transgehrtRAShumano de acordo com uma modalidade da presemiadgia.

[0055] As FIGS.16A-16B sao representacoes graficas de dados de sequentiam
de uma secdao representativa de 400 pares de lEd&&AGShumano no pulméo de camundongo
apos tratamento com uretano usando sequenciamen®NA convencional (FIG. 16A) e
Sequenciamento Duplex (FIG. 16B) de acordo com @alidade da presente tecnologia.

[0056] As FIGS. 17A-17C sao graficos que mostram espectros de mutacdo no
contexto de nucleotideos adjacentes (isto €, esgaie trinucleotideos) para a Assinatura 1 (FIG.
17A), Assinatura 4 (FIG. 17B) e Assinatura 29 (F1GC) da COSMIC.

[0057] A FIG. 18 mostra agrupamento hierarquico ndo supervisiodadmdas as
30 assinaturas COSMIC publicadas e os 4 espeatrosaite dos Exemplos 1 e 2 de acordo com
uma modalidade da presente tecnologia.

[0058] A FIG. 19 é um diagrama esquematico de um sistema de codapuan rede
para uso com os métodos e/ou kits aqui divulgadoa mentificar eventos mutagénicos e/ou
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eventos de danos aos acidos nucleicos resultaategpibsicdo genotoxica de acordo com uma
modalidade da presente tecnologia.

[0059] A FIG. 20 é um diagrama de fluxo que ilustra uma rotina pamaecer dados
de sequéncia de consenso de Sequenciamento Dgpdeortio com uma modalidade da presente
tecnologia, de acordo com uma modalidade da pesecriologia.

[0060] A FIG. 21 é um diagrama de fluxo que ilustra uma rotina mhatectar e
identificar eventos mutagénicos resultantes da €g8f0 genotoxica de uma amostra de acordo
com uma modalidade da presente tecnologia.

[0061] A FIG. 22 é um diagrama de fluxo que ilustra uma rotina phatectar e
identificar eventos de dano ao DNA resultantesxpp@sicdo genotoxica de uma amostra de acordo
com uma modalidade da presente tecnologia.

[0062] A FIG. 23 é um diagrama de fluxo que ilustra uma rotina mhatectar e
identificar uma exposi¢cdo a cancerigenos ou caye®ss em um sujeito de acordo com uma
modalidade da presente tecnologia.

DESCRICAO DETALHADA

[0063] Detalhes especificos de varias modalidades daltegasao descritos abaixo
com referéncia as FIGS. 1A-23. As modalidades padehair, por exemplo, métodos, sistemas,
kits, etc. para avaliar a genotoxicidade. Algumaslatidades da tecnologia sdo direcionadas a
utilizacdo do Sequenciamento Duplex para avaliarpotencial genotoxico de um agente (por
exemplo, um composto quimico) ou qualquer outro dip exposicao (por exemplo, uma fonte de
radiacdo) em um sujeito exposto, organismo modekisiema de cultura celular modelo. Outras
modalidades da tecnologia sdo direcionadas a agdiz do Sequenciamento Duplex para
determinar uma assinatura de mutacéo associadaagemte genotoxico. Modalidades adicionais
da tecnologia sao direcionadas para identificaroummais agentes genotdxicos aos quais um
sujeito pode ter sido exposto comparando o espeéetrmutacdo do DNA do sujeito com 0s
espectros de mutacdo de compostos mutagénicos cidokie Modalidades adicionais da
tecnologia séo direcionadas para identificar umtmais locais ou ambientes aos quais um sujeito
pode ter sido exposto, comparando o espectro dacamido DNA do sujeito a partir de um ou
mais tipos de células em um ou mais tecidos coece®s de mutagdo de ambientes ou compostos
conhecidos por estarem presentes nesses locaigmbierses. Modalidades adicionais da
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tecnologia sao direcionadas para identificar uneigyjcomparando o espectro de mutacdo do
DNA do sujeito de um ou mais tipos de células emoummais tecidos com espectros de mutacéo
de individuos conhecidos ou de locais ou ambieadsgjuais o individuo sabe ter sido exposto ou
compostos conhecidos por estarem presentes elndaiis ou ambientes. Em certas modalidades,
uma genotoxina pode ser avaliada quanto ao poteraneinogénico. Modalidades adicionais
incluem identificar e avaliar o risco de carcinogém resultante de agentes cancerigenos
mutagénicos ou ndo mutagénicos através da ideiEfac de clones portadores de mutacdo que
estdo surgindo com mutacgdes ativadoras de cancelalMades adicionais incluem identificar e
avaliar o risco de carcinogénese resultante de tegecancerigenos mutagénicos ou nao
mutagénicos, identificando a emergéncia de clongsgbores de mutagcédo onde as mutagdes nao
sao consideradas ativadoras de cancer (geralmenteadas como mutacdes "passageiro” ou
"carona"), mas substancialmente marcar clonesrdeafexclusiva (Salk and Horwitz Sem Cancer
Bio 2010 PMID: 20951806) Outras modalidades dadkgia sdo direcionadas a utilizagdo do
Sequenciamento Duplex para detectar e avaliar ddaésidos nucleicos (particularmente danos
ao DNA, como adutos) resultantes da exposicao atgena ou outros processos genotoxicos
endogenos (por exemplo, envelhecimento).

[0064] Embora muitas das modalidades sejam aqui descemasrelacdo ao
Sequenciamento Duplex, outras modalidades de seilqueento capazes de gerar leituras de
sequenciamento corrigidas por erros, além daquelas descritas, estdo dentro do escopo da
presente tecnologia. Além disso, outras modalidadas presente tecnologia podem ter
configuracdes, componentes ou procedimentos disaetaqueles descritos aqui. Portanto, uma
pessoa versada na técnica entendera que a te@ptmg ter outras modalidades com elementos
adicionais e que a tecnologia pode ter outras rnuatids sem varias das caracteristicas mostradas
e descritas abaixo com referéncia as FIGS. 1A-23.

Definicbes

[0065] Para que a presente divulgacdo seja mais facilneemwpreendida, certos
termos sado definidos primeiro a seguir. Definicadiionais para 0s seguintes termos e outros
termos séo estabelecidas em todo o relatorio dgscri

[0066] Neste pedido, a menos que seja claro do contextiernm "um" pode ser

entendido como "pelo menos um". Conforme usad@mestido, o termo "ou" pode ser entendido
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como "e/ou". Neste pedido, os termos "compreendemtiacluindo” podem ser entendidos como
abrangendo componentes ou etapas discriminadas) &tfis apresentadas por elas mesmas ou
em conjunto com um ou mais componentes ou etapesras. Onde as faixas sao fornecidas
aqui, os pontos de extremidade estdo incluidos.foboe usado neste pedido, o termo
"compreender” e variagdes do termo, como "compeahal’ e "compreende”, ndo se destinam a
excluir outros aditivos, componentes, numerosliosedu etapas.

[0067] Cerca de:O termo "cerca de", quando usado aqui em refer@naia valor,
se refere a um valor semelhante, no contexto dw veflerenciado. Em geral, aqueles versados na
técnica, familiarizados com o contexto, apreciasdgrau de variacao relevante englobado por
"cerca de" nesse contexto. Por exemplo, em algunadalidades, o termo "cerca de" pode
abranger uma faixa de valores que dentro de 25%, 20%, 18%, 17%, 16%, 15%, 14%, 13%,
12%, 11%, 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1¥amenos do valor referido. Para
variacdes de valores inteiros de um digito em guéinico valor numérico na diregédo positiva ou
negativa excederia 25% do valor, "cerca de" é gumale aceito pelos versados na técnica para
incluir, pelo menos 1, 2, 3, 4 ou 5 valores inteina direcao positiva ou negativa, que podem ou
nao cruzar zero, dependendo das circunstanciaeXdmplo néo limitativo disso € a suposicao
de que 3 centavos podem ser considerados cercaatgdyos em algumas situagdes que seriam
evidentes para um versado na técnica.

[0068] Analogao Como utilizado neste documento, o termo "analagp'tefere a
uma substancia que compartilha uma ou mais caigtatas estruturais, elementos, componentes
ou fragBes estruturais particulares com uma sutistée referéncia. Normalmente, um “analogo”
mostra uma similaridade estrutural significativanca substancia de referéncia, por exemplo,
compartilhando uma estrutura principal ou de cossemas também difere de certas maneiras
distintas. Em algumas modalidades, um analogo ésulmstancia que pode ser gerada a partir da
substancia de referéncia, por exemplo, por marggolguimica da substancia de referéncia. Em
algumas modalidades, um analogo é uma substareipagle ser gerada através da realizacao de
um processo sintético substancialmente semelhdpte axemplo, compartilhar uma pluralidade
de etapas com) um que gera a substancia de ragerent algumas modalidades, um analogo é
ou pode ser gerado através do desempenho de uaspocgintético diferente daquele usado para
gerar a substancia de referéncia.
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[0069] Amostra biologica: Como utilizado neste documento, o termo "amostra
bioldgica" ou "amostra" geralmente se refere a amastra obtida ou derivada de uma fonte
bioldgica (por exemplo, um tecido ou organismo aliuca de células) de interesse, conforme
descrito aqui. Em algumas modalidades, uma fonieteeesse compreende um organismo, como
um animal ou humand=m outras modalidades, uma fonte de interesse re@mge um micro-
organismo, como uma bactéria, virus, protozoaritungo. Em outras modalidades, uma fonte de
interesse pode ser um tecido sintético, organismlbyra de células, acido nucleico ou outro
material. Em ainda outras modalidades, uma foniatdeesse pode ser um organismo a base de
plantas. Em ainda outra modalidade, uma amostra peduma amostra ambiental, como, por
exemplo, uma amostra de dgua, amostra de solofranapgueoldgica ou outra amostra coletada
de uma fonte ndo viva. Em outras modalidades, unws@ia pode ser uma amostra de multiplos
organismos (por exemplo, uma amostra de organismtm)nEm algumas modalidades, uma
amostra biolégica é ou compreende tecido ou flbidbdgico. Em algumas modalidades, uma
amostra biolégica pode ser ou compreender medgkapsangue; células sanguineas; ascites;
amostras de tecido, amostras de biopsia ou amo&tspiracao por agulha fina; fluidos corporais
contendo células; acidos nucleicos flutuantes divéeidos nucleicos ligados a proteinas, acidos
nucleicos ligados a riboproteinas; escarro; salivana; liquido cefalorraquidiano, liquido
peritoneal; liquido pleural; fezes; linfa; fluidagnecologicos; cotonetes de pele; cotonetes
vaginais; exame de Papanicolaou, cotonetes o@mnetes nasais; lavagens, tais como lavagens
ductais ou lavagens bronco-alveolares; fluido vagiaspirados; raspados; amostras de medula
0ssea; amostras de bidpsia de tecido; tecido aofidetais; espécimes cirurgicos; fezes, outros
fluidos corporais, secrecdes e/ou excrecoes; efulas das mesmastc Em algumas
modalidades, uma amostra bioldgica € ou compreegtldgas obtidas de um individuo. Em
algumas modalidades, as células obtidas sdo arematélulas de um individuo do qual a amostra
€ obtida. Em algumas modalidades, derivados ddasélgomo organelas ou vesiculas ou
exossomos. Numa modalidade particular, uma ambkgtldgica € uma bidpsia liquida obtida de
um sujeito. Em algumas modalidades, uma amostnaag'amostra primaria” obtida diretamente
de uma fonte de interesse por qualquer meio a@apriPor exemplo, em algumas modalidades,
uma amostra biolégica priméria é obtida por métaskiecionados do grupo que consiste em
biopsia por exemplpaspiracdo por agulha fina ou biopsia de tecido)ygia, coleta de fluido
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corporal por exemplosangue, linfa, fezestc), etc. Em algumas modalidades, como ficara claro

no contexto, o termo "amostra” se refere a umagpagfo que € obtida pelo processamento (por
exemplo, removendo um ou mais componentes de diow@ando um ou mais agentes a) uma

amostra primaria. Por exemplo, filtragem usando ameanbrana semipermeavel. Tal "amostra

processada" pode compreender, por exemplo, acigdsicos ou proteinas extraidas de uma

amostra ou obtidas submetendo uma amostra prie#&@nicas como amplificacdo ou transcricdo

reversa de mRNA, isolamento e/ou purificacdo d®saromponentesgic.

[0070] Doenca de cancer.Em uma modalidade, a doenca ou disturbio genmoxi
associado € uma "doenca de cancer" que é fanslipegsoas experientes na técnica como sendo
geralmente caracterizada pelo crescimento desdhmuaa células anormais, que podem sofrer
metastases. As doencas cancerigenas detectaveldousen ou mais aspectos da presente
tecnologia compreendem, por meio de exemplos méativos, cancer de prostata (isto €,
adenocarcinoma, célula pequena), cancer de ovawmiogxemplo, adenocarcinoma de ovario,
carcinoma seroso ou carcinoma embrionario, tumaaco vitelino, teratoma), cancer de figado
(por exemplo, HCC ou hepatoma, angiossarcoma),resme células plasmaticas (por exemplo,
mieloma multiplo, leucemia plasmocitica, plasmauiép amiloidose, macroglobulinemia de
Waldenstrom), céncer colorretal (por exemplo, caloadenocarcinoma, colonic mucinous
adenocarcinoma, carcinoid, lymphoma and rectal @@ginoma, rectal squamous carcinoma),
leukemia (por exemplo, leucemia mieloide aguda;zdeuia linfocitica aguda, leucemia mieloide
cronica, leucemia linfocitica crénica, leucemia lotiastica aguda, leucemia promielocitica
aguda, leucemia mielomonocitica aguda, leucemiaogitica aguda, eritroleucemia aguda e
leucemia crénica, leucemia de células T, sindroen8akary, mastocitose sistémica, leucemia de
células pilosas, crise cronica da exploséo da teizceieloide cronica), sindrome mielodisplasica,
linfoma (por exemplo, linfoma difuso de célulasmdes, linfoma cutéaneo de células T, linfoma
periférico de células T, linfoma de Hodgkin, linfam&o Hodgkin, linfoma folicular, linfoma de
células do manto, linfoma MALT, linfoma de célutaarginais, transformacao de Richter, linfoma
de duplo golpe, linfoma associado ao transplamttgrha do CNS, linfoma extranodal, linfoma
associado ao HIV, linfoma endémico, linfoma de Btirkeoplasias linfoproliferativas associadas
ao transplante, e linfoma linfocitico etc.), candercolo do Utero (carcinoma escamoso do colo
do utero, carcinoma de células claras, carcinosecésdo ao HPV, sarcoma do colo do Utero etc.)
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cancer de esbdfago (carcinoma de células escamosssdHthgo, adenocarcinoma, certos tipos de
esb6fago de Barretts, adenocarcinoma de esbdfagdynama (melanoma dérmico, melanoma
uveal, melanoma acral, melanoma amelandtico etammores do CNS (por exemplo,
oligodendroglioma, astrocitoma, glioblastoma mahiie, meningioma, schwannoma,
craniofaringioma etc.), cancer de pancreas (pormplk® adenocarcinoma, carcinoma
adenoescamoso, carcinoma de células em anel de, siaecinoma hepatoide, carcinoma coloide,
carcinoma de células de ilhotas, carcinoma neudeimeb pancreatico etc.), tumor estromal
gastrointestinal, sarcoma (por exemplo, fibrossaego mixossarcoma, lipossarcoma,
condrosarcoma, sarcoma osteogénico, angiosarcamansa de endotelioma, linfangiossarcoma,
sarcoma de linfangioendotelioma, leiomiossarcomarcosna de células de Ewing, e
rabdomiossarcoma, tumor de células fusiformes, et@rjcer de mama (por exemplo, carcinoma
inflamataorio, carcinoma lobar, carcinoma ductal)eténcer ER-positivo, cancer HER-2 positivo,
cancer de bexiga (cancer de bexiga escamosa, cdadeexiga de pequenas células, cancer
urotelial etc.), cancer de cabeca e pescoco (pampbo, carcinoma espinocelular da cabeca e
pescoco, carcinoma espinocelular associado ao l&¥inoma nasofaringeo etc.), cancer de
pulm&o (por exemplo, carcinoma pulmonar de céhdaspequenas, carcinoma de células grandes,
carcinoma broncogénico, cancer de células escamuiaser de células pequenas, etc.), cancer
metastatico, cancer de cavidade oral, cancer otél@omiossarcoma, leiomioma etc.), cancer
testicular (por exemplo, tumor de saco vitelinoisema, ndo seminoma e carcinoma embrionario
etc), cancer de pele (por exemplo, carcinoma esglualar e carcinoma basocelular, carcinoma de
células Merkel, melanoma, linfoma cutaneo de céliilatc.), cancer de tireoide (por exemplo,
carcinoma papilar, carcinoma medular, cancer @eite anaplasico etc.), cancer de estbmago,
intra- cancer epitelial, cancer ésseo, cancerato tiiliar, cancer ocular, cancer da laringe, cance
renal (por exemplo, carcinoma de células renamsoptwde Wilms etc.), cancer gastrico, blastoma
(por exemplo, nefroblastoma, meduloblastoma, hermblaggstoma, neuroblastoma,
retinoblastoma etc.), neoplasias mieloproliferaipolicitemia vera, trombocitose essencial,
mielofibrose), etc.), cordoma, sinovioma, mesoteip adenocarcinoma, carcinoma da glandula
sudoripara, carcinoma da glandula sebacea, cigieainoma, carcinoma do ducto biliar,
coriocarcinoma, carcinoma epitelial, ependimomaggioma, neuroma acustico, schwannoma,

meningioma, adenoma hipofisério, tumor da bainhevasa, cancer do intestino delgado,
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feocromocitoma, cancer de pulméo de pequenas sglolesotelioma peritoneal, adenoma
hiperparatireoidiano, cancer adrenal, cancer dgeoriprimaria desconhecida, cancer do sistema
endocrino, cancer do pénis, cancer da uretra, m@ancutaneo ou intra-ocular, tumor
ginecoldgico, tumores solidos da infancia ou nespta do sistema nervoso central, tumor
primério de células germinativas mediastinais, hepwese clonal de potencial indeterminado,
mieloma latente, gamaglobulinopatia monoclonal ododitose monoclonal de células B
significativa desconhecida, cancer de baixo graieitbs de campo clonal, neoplasias pré-
neoplasicas, cancer ureteral, canceres autoimane®ja, colite ulcerativa, colangite esclerosante
priméria, doenca celiaca), canceres associadosaapuadisposicdo herdada (ou seja, aqueles
portadores de defeitos genéticos coBRCA1l BRCA2 TP53 PTEN ATM, etc.) e varias
sindromes genéticas como MEN1, MEN2 trissomia 21) et aquelas que ocorrem quando
expostas a substancias quimicas no utero (isténéec de células claras em filhos de mulheres
expostas ao Dietilestilbestrol [DES]), entre muitagras.

[0071] Ativador de cancerou Gene ativador de cancer.Como utilizado neste
documento, "ativador de cancer" ou "gene ativadotahcer” se refere a uma lesdo genética que
tem o potencial de permitir que uma célula, noedtetcerto, sofra transformacéao maligna. Esses
genes incluem supressores de tumores (por exeiPk® BRCA) que normalmente suprimem
a transformacédo de malignidade e, quando mutadosrtis maneiras, ndo o fazem mais. Outros
genes ativadores podem ser oncogenes (por exeKIRWS EGFR que, quando mutados de
certas maneiras, tornam-se constitutivamente atiuagganham novas propriedades que facilitam
a célula a se tornar maligna. Outras mutacdes &acas em regides ndo codificantes do genoma
podem ser ativadoras de cancer. Por exemplo, untacéuaida regido promotora do gene da
telomerase TERT) pode resultar na superexpressao do gene e, assirat-se um ativador de
cancer. Certos rearranjos (por exemplo, BER-ABL podem justapor uma regido genética a
de outra para acionar a tumorigénese através denisews relacionados a superexpressao, perda
de repressao ou genes de fusao quiméricos. Emaegenais, mutacdes genéticas (ou epimutacdes)
que conferem um fendtipo a uma célula que facdiia proliferacdo, sobrevida ou vantagem
competitiva sobre outras células ou que tornantapacidade de evoluir mais robusta, podem ser
consideradas uma mutacao ativadora. Isso devessgastado com mutacdes que carecem de tais

caracteristicas, mesmo que possam estar no mesmdig® €, uma mutacao sinbnima). Quando
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essas mutacdes sao identificadas nos tumoress@asomumente referidas como mutacdes de
passageiros, porque “pegam carona’ junto com a nsgoa clonal sem contribuir
significativamente para a expansdo. Como reconbgoiit um versado comum na técnica, a
distincdo entre motorista e passageiro nao € dhselndo deve ser interpretada como tal. Alguns
ativadores funcionam apenas em determinadas sasidpdr exemplo, certos tecidos) e outros
podem néo funcionar na auséncia de outras mutagoesimutacdes ou outros fatores.

[0072] Amostra de controle: Como utilizado neste documento, uma "amostra de
controle” se refere a uma amostra isolada da mesnaira que a amostra com a qual € comparada,
exceto que a amostra de controle ndo esta expasta agente, ambiente ou processo sendo
avaliado quanto ao potencial genotoxico.

[0073] Determinar: Muitas metodologias descritas aqui incluem uneapatde
"determinacao”. Os versados na técnica, lendosepte relatorio descritivo, apreciardo que essa
"determinag&o” pode utilizar ou ser realizada &gsado uso de qualquer uma das varias técnicas
disponiveis para o0s versados na técnica, incluinor, exemplo, técnicas especificas
explicitamente referidas a aqui. Em algumas moddéd, a determinacao envolve a manipulacao
de uma amostra fisica. Em algumas modalidadeseantieacdo envolve consideracao e/ou
manipulacéo de dados ou informagdes, por exemplazando um computador ou outra unidade
de processamento adaptada para executar uma amddigante. Em algumas modalidades, a
determinacao envolve o recebimento de informacmesmaateriais relevantes de uma fonte. Em
algumas modalidades, a determinacao envolve comyarau mais recursos de uma amostra ou
entidade com uma referéncia comparavel.

[0074] Sequenciamento Duplex (DS):Como utilizado neste documento,
"Sequenciamento Duplex (DS)" é, em seu sentido amdo, se refere a um método de correcéo
de erros baseado em etiqueta que atinge precis@pa@anal comparando a sequéncia de ambas
as fitas de moléculas de DNA individuais.

[0075] Genotoxicidade: Como utilizado neste documento, o0 termo
"genotoxicidade" se refere a propriedade destralevagentes ou processos (ou seja, genotoxinas)
gue causam danos ao material genético (por exempld, RNA). O dano polinucleotidico, a
formagéo de uma mutacdo genética e/ou a interrugig@strutura normal dos acidos nucleicos

resultante direta ou indiretamente da exposi¢cdnagenotoxina sdo aspectos da genotoxicidade.
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Um sujeito exposto a uma genotoxina pode poteneiatendesenvolver uma doenca ou disturbio
(por exemplo, cancer) imediatamente ou anos degmsuma modalidade, a presente tecnologia
é direcionada em parte a identificacao de everitasfatores contribuintes (por exemplo, agentes,
processos) que causam genotoxicidade em um suwgeftoy de prevenir ou reduzir o risco do
aparecimento da doenca ou disturbio e/ou combasrefeitos adversos. Em outras modalidades,
iniciar a genotoxicidade é por design, como paea diversidade em uma biblioteca genética.
[0076] Genotoxina ou agente ou fator genotdxico: Como utilizado neste
documento, o termo "genotoxina” ou "agente ou fgemotdxico" se refere a, por exemplo,
qualquer produto quimico ao qual uma fonte de anigldeico (por exemplo, fonte bioldgica,
sujeito) esteja exposta e/ou consome, exposi¢cObgeatais e/ou qualquer evento desencadeante
(mutacao precursora endogena) que causa danogebiidico, mutacdo gendmica ou ruptura da
estrutura normal dos acidos nucleicos. Em algumaslatidades, uma genotoxina tem a
capacidade de direta ou indiretamente (por exeraplonar um precursor mutagénico), ou ambos,
causar um desenvolvimento de doenca ou disturbiouemsujeito. Os fatores ou agentes
genotoxicos que podem ser detectados pela prasentdogia compreendem, a titulo de exemplo
nao limitativo, um produto quimico ou uma mistuegpdodutos quimicos (por exemplo, produtos
farmacéuticos, aditivos e subprodutos industriegsiduos, destilados de petréleo, metais pesados,
cosméticos, produtos de limpeza para uso domégiamiculas no ar, produtos alimenticios,
subprodutos da fabricacdo, contaminantes, plastifies, detergentes, etc.); e radiacédo (radiacao
de particulas, fotons, ou ambos) e/ou forcas Bsjpar exemplo, um campo magnético, campo
gravitacional, forcas de aceleragéo, etc.) gerpads ambiente natural ou pelo homem (por
exemplo, de um dispositivo). A genotoxina pode aicdmpreender uma formulagéo liquida,
sélida e/ou aerossol e a exposicdo da mesma pogmisgualquer via de administracdo. Um
agente ou fator genotéxico pode ser exodgeno (pamplo, a exposicao se origina de fora da fonte
bioldgica ou, em outros casos, 0 agente ou fateotg&ico pode ser enddgeno a fonte bioldgica
ou uma combinacdo dos mesmos. Um agente ou fatarigem exdgena pode se tornar
genotoxico uma vez que essa exposicao é processddgenamente. Ainda em outros exemplos,
um agente ou fator pode se tornar genotoxico quandtinado com um ou mais agentes ou
fatores adicionais e, em alguns casos, ter unoedaitrgico. Exemplos adicionais de fatores ou
agentes genotoxicos podem incluir ainda um orgamisapaz de, direta ou indiretamente, causar
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danos aos &cidos nucleicos em um sujeito em exm$ppr exemplo, através de infecgdo do
sujeito), como por meio de exemplos néao limitathaesquistossomose contribuindo para cancer
de bexiga, HPV contribuindo para cancer de colongeou de cabeca e pescoco, poliomavirus
contribuindo para carcinoma de células de Merkeliddbacter pylori contribuindo para cancer
gastrico, infeccdo bacteriana crénica de uma feridapele que contribui para carcinoma
espinocelular, etc. Agentes ou fatores genotéxactisionais podem incluir ainda um organismo
capaz de produzir (por exemplo, dentro de si mesrsecretar) um agente genotoxico, como por
meio de exemplos nédo limitativos, aflatoxina deeagitlus flavus ou acido aristoléquico da
familia de plantas aristocholia, etc. Os fatoreagentes genotdxicos que podem ser detectados
usando varios aspectos da presente tecnologia poatepreender ainda genotoxinas endogenas,
gue podem nao ser capazes de ser quantificadapresisdo ou controladas experimentalmente,
como por meio de exemplos nao limitativos, estresstamacao, efeitos de tratamentos
terapéuticos (por exemplo, terapia genética, terdpedicdo de genes, terapia com células-tronco,
outras terapias celulares, produtos farmacéutiemsografia, etc.). Fatores enddgenos também
podem representar o acumulo agregado de mutagiigsos eventos genotoxicos nos tecidos de
um sujeito que refletem os efeitos integrais dgmeixdes do sujeito.

[0077] Doenca ou disturbio associado genotdxicoConforme utilizado neste
documento, o termo "doenca ou distlrbio associagienatoxico" se refere a qualquer condicao
médica resultante de uma mutacdo gendmica ou datro ou rearranjo polinucleotidico em um
sujeito causado direta ou indiretamente pela eggosa uma ou mais genotoxinas. Uma doenca
ou disturbio associado a genotoxicos pode estacioglado ou ndo ao cancer. Além disso, 0
dano/rearranjo ou mutacdo do polinucleotideo patigr @m uma célula germinativa ou célula
somatica. Em exemplos, onde uma célula germinatafetada, € contemplado que a doenca ou
disturbio associado a genotdxico possa se marnif@aiade outra forma conferir um risco) a um
sujeito que é descendente de um sujeito exposto.

[0078] Agente suficientemente genotéxicoComo utilizado neste documento, o
termo "agente suficientemente genotoxico" se redeven agente, fator, composto ou processo
identificado pelo sistema, métodos e kits da ptesttnologia para ter cerca de 50%, cerca de
40%, cerca de 30%, cerca de 20%, cerca de 10% derb%, cerca de 4%, cerca de 3%, cerca
de 2%, cerca de 1%, cerca de 0,5%, cerca de 0d%g de 0,01%, cerca de 0,001%, cerca de
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0,0001%, cerca de 0,00001%, cerca de 0,000001%retzabilidade de causar dano ou mutagéo
de &cido nucleico em um ou mais residuos de niideEmg em uma ou mais moléculas que podem
derivar de um ou mais organismos biologicos quanfioexpostos. Em algumas modalidades, um
agente suficientemente genotoxico pode ter mate@ de 50% de probabilidade de causar dano
ou mutacdo por &cido nucleico que acima de um rdeetontrole de fundo. Em algumas
modalidades, um agente suficientemente genotéxdaefere a um agente, fator, composto ou
processo identificado pelo sistema, métodos editpresente tecnologia para ter cerca de 50%,
cerca de 40%, cerca de 30%, cerca de 20%, ce@decerca de 5%, cerca de 4%, cerca de 3%,
cerca de 2%, cerca de 1%, cerca de 0,5%, cercd%e OGerca de 0,01%, cerca de 0,001%, cerca
de 0,0001%, cerca de 0,00001% etc. de probabilidadmusar uma doenca ou disturbio em um
sujeito exposto a genotoxina.

[0079] Inibir o crescimento: Como usado neste documento, o termo "inibir o
crescimento” em uma doenca cancerigena se ref@maaeducdo no crescimento celular (por
exemplo, tamanho do tumor, taxa de divisdo de aglcdncerigenas etm)vivo ouin vitro por,
por exemplo, cerca de 5%, cerca de 10%, cerca e @&rca de 30%, cerca de 40%, cerca de
50%, cerca de 60%, cerca de 70%, cerca de 80% derg@0%, cerca de 95% ou cerca de 99% ou
mais, como evidente por uma reducéo na proliferdeaelulas e/ou no tamanho/massa de células
expostas a um tratamento em relacdo a proliferaggiocrescimento de tamanho de células nas
células na auséncia do tratamento. A inibicdo desaimento pode ser o resultado de um
tratamento que induz apoptose em uma célula, indamse em uma célula, retarda a progresséo
do ciclo celular, interrompe o metabolismo celuladuz a lise celular ou induz algum outro
mecanismo que reduz a proliferacdo e/ou crescindetamanho de célula das células.

[0080] Expressdo Como utilizado neste documento, "expressao” de sequéncia
de acido nucleico se refere a um ou mais dos seguaventos: (1) produ¢do de um modelo de
RNA a partir de uma sequéncia de DNo®I(exemplppor transcri¢céo); (2) processamento de um
transcrito de RNA (por exemplo, juncao, edicdomacdo de tampa 5' e/ou formacédo de
extremidade 3'); (3) traducédo de um RNA em um peglifleo ou proteina; e/ou (4) modificacédo
pos-traducdo de um polipeptideo ou proteina.

[0081] Mecanismo de acdo: Conforme utilizado neste documento, o termo

"mecanismo de acao" se refere ao processo bioquimie resulta em alteracdo no acido nucleico
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apos a exposicdo a uma genotoxina. Em uma modaliddtinecanismo de acao" se refere a via
bioguimica e/ou processos fisiopatoldgicos que esegal mutacdo ou dano gendmico até o inicio
completo da doenca ou distirbio. Em outra modatidad"mecanismo de acao” inclui a via
bioquimica e/ou processos fisioldgicos que ocoreemuma fonte bioldgica apds a exposicdo a
genotoxina e que resulta em dano genémico (por gixenesdes pré-mutagénicas) ou mutacgao.
Em ainda outra modalidade, o0 mecanismo de acamdegante ou processo genotoxico pode ser
inferido a partir de um ou mais dos seguintes:s& Ibacleotidica afetada, a alteracéo nucleotidica
introduzida, o tipo de dano ao DNA introduzido Jterac&o estrutural introduzida, o contexto da
sequéncia nucleotidica de flanqueamento do(s) otidén(s) afetado(s), o contexto genético ou
a(s) sequéncia(s) afetada(s), o status transcaicmna regido afetada, o status de metilacdo da
regido afetada, o status ligado a proteina outosstie condensacao ou o local cromossdémico da
regido afetada pela exposicao a genotoxina.

[0082] Mutac&o: Como utilizado neste documento, o termo "mutac&otefere a
alteracdes na sequéncia ou estrutura de &cidoicnsgl Mutagcbes em uma sequéncia
polinucleotidica podem incluir mutacdes pontuaisr (pxemplo, mutacées de base Unica),
mutacbes multinucleotidicas, delecdes nucleotidicasirranjos de sequéncias, insercdes
nucleotidicas e duplicagfes da sequéncia de DNaknmstra, entre alteragdes multinucelotidicas
complexas. As mutacdes podem ocorrer em ambamaslé uma molécula de DNA duplex como
alteracbes complementares de base (isto €, verdadeutacdes) ou como uma mutacdo em uma
fita, mas ndo na outra, ou seja, heteroduplexiemen potencial de ser reparada, destruida ou ser
mal reparada/convertida em uma verdadeira mutagditaddupla.

[0083] Frequéncia mutante: Como utilizado neste documento, o termo "freqignc
mutante”, também chamado de "frequéncia mutanéefefere ao nimero de mutacdes Unicas
detectadas pelo numero total de pares de basesxdsgriuenciados. Em algumas modalidades,
afrequéncia mutante € a frequéncia de mutacfesaddetiapenas um gene especifico, ou um
conjunto de genes ou um conjunto de alvos gendémitmsalgumas modalidades, a frequéncia
mutante pode se referir apenas a certos tipos tecias (por exemplo, a frequéncia de mutacdes
A>T, que é calculada como o numero de mutacbes peld namero total de bases A). A
frequéncia com que as mutacdes sédo introduzidasrenpopulacdo de células ou moléculas pode

variar de acordo com a genotoxina, quantidaderdpdeu nivel de exposi¢cdo a uma genotoxina,
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idade do sujeito, ao longo do tempo, tipo de teowdorganizacgéo, regido de um genoma, por tipo
de mutacao, pelo contexto dos trinucleotideos,dgehético herdado, entre outras coisas.

[0084] Assinatura de mutacdo: Conforme utilizado neste documento, o termo
"assinatura de mutacdo” espectro ou espectros de mutacicse refere a combinacdes
caracteristicas de tipos de mutad@&correntes de processos de mutagénese, comdid#abea
replicagdo de DNA, exposi¢des exodgenas e enddégegersotoxinas, vias de reparo de DNA com
defeito e edicdo enzimatica de DNEBm uma modalidade, o espectro de mutacdo € ge@do
correspondéncia de padrdes computacionais (por mgenagrupamento hierarquico nao
supervisionado do espectro de mutacgéo).

[0085] Doencga ndo cancerigena:Em outra modalidade, a doenca ou disturbio
genotoxico associado € uma doenca nao cancerigenagz disso, € outro tipo de doenca ou
distarbio causado por, ou contribuido por, uma gadau dano gendmico. A titulo de exemplos
ndo limitativos, esses tipos de doencas ou distsirbio cancerigenos que sao detectaveis ou
previstos usando um ou mais aspectos da presentddgia compreendem diabetes; doencas ou
distarbios autoimunes, infertilidade, neurodegeg@raprogeria, doenca cardiovascular, qualquer
doenca associada ao tratamento de outra doencadaagineticamente (por exemplo, neuropatia
mediada por quimioterapia e insuficiéncia renalocisgla a quimioterapia como cisplatina),
Alzheimer/deméncia, obesidade, doenca cardiacasdwealta, artrite, doenca mental, outros
distarbios neurologicos (neurofibromatose) e unudiso de heranca multifatorial (por exemplo,
uma predisposicao desencadeada por fatores ambjenta

[0086] Acido nucleico Como utilizado neste documento, no seu sentids anaplo,
se refere a qualquer composto e/ou substancia que gode ser incorporada a uma cadeia
oligonucleotidica. Em algumas modalidades, um anoigdeico € um composto e/ou substancia
gue é ou pode ser incorporada a uma cadeia olitgmtidica por meio de uma ligacéo fosfodiéster.
Como ficara claro no contexto, em algumas modatidaécido nucleict se refere a um residuo
de acido nucleico individual (por exemplo, um notldeo e/ou nucleosideo); em algumas
modalidadesAcido nucleict se refere a uma cadeia oligonucleotidica complemto residuos
individuais de acido nucleico. Em algumas modaksadim &cido nucleict; € ou compreende
RNA; em algumas modalidades, uracldo nucleict; é ou compreende DNA. Em algumas

modalidades, um &cido nucleico €, compreende osisterem um ou mais residuos naturais de
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acido nucleico. Em algumas modalidades, um acidteino €, compreende ou consiste em um
ou mais analogos de acido nucleico. Em algumas lidadas, um anélogo de acido nucleico
difere de um acido nucleico pelo fato de nao watilimma espinha dorsal de fosfodiéster. Por
exemplo, em algumas modalidades, um acido nucéicompreende ou consiste em um ou mais
"acidos nucleicos peptidicosjue sdo conhecidos na técnica e tém ligacodfdpegs em vez de
ligacGes fosfodiéster na espinha dorsal, sdo cersids dentro do escopo da tecnologia atual.
Alternativamente, ou adicionalmente, em algumasatidades, um acido nucleico tem uma ou
mais ligacOes fosforotioato e/ou ligacbes 5'-N-dommidita em vez de ligacdes fosfodiéster. Em
algumas modalidades, um &cido nucleico €, compeseandonsiste em um ou mais nucleosideos
naturais (por exemplo, adenosina, timidina, guaragskitidina, uridina, desoxiadenosina,
desoxitimidina, desoxiacitana e desoxicitidina). BEigumas modalidades, um acido nucleico €,
compreende ou consiste em um ou mais analogotEosideo (por exemplo, 2-aminoadenosina,
2-tiotimidina, inosina, pirrolo-pirimidina, 3-metidenosina, 5-metilcitidina, C-5 propinil-citidina,
C-5 propinil-uridina, 2-aminoadenosina, C5-bromduma, C5-fluorouridina, C5-iodouridina, C5-
propinil-uridina, C5-propinil-citidina, C5-metileédina, 2-aminoadenosina, 7-deaza-adenosina, 7-
deazaguanosina, 8-oxoadenosina, 8-oxoguanosina-mefiguanina, 2-tiocitidina, bases
metiladas, bases intercaladas e combinac¢des dasasieEm algumas modalidades, um &cido
nucleico compreende um ou mais agucares modificguwsexemplo, 2'-fluororibose, ribose, 2'-
desoxirribose, arabinose e hexose) em comparagda@sa@cidos nucleicos naturais. Em algumas
modalidades, um &cido nucleico tem uma sequénciaatidica que codifica um produto genético
funcional, como um RNA ou proteina. Em algumas ridddes, um &cido nucleico inclui um ou
mais introns. Em algumas modalidades, os acidokinas sdo preparados por um ou mais
isolamentos de uma fonte natural, sintese enzienptic polimerizagcdo com base em um modelo
complementarif vivo ouin vitro), reproducdo em uma célula ou sistema recombireasietese
guimica. Em algumas modalidades, um &cido nucteitopelo menos 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 15,
20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75,880,90, 95, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160,
170, 180, 190, 200, 225, 250, 275, 300, 325, 389, 800, 425, 450, 475, 500, 600, 700, 800, 900,
1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 45000 BOmMais residuos de comprimento. Em
algumas modalidades, um acido nucleico é parciatotalmente de fita Unica; em algumas
modalidades, um acido nucleico é parcial ou totatmee fita dupla. Em algumas modalidades,
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um acido nucleico pode ser ramificado de ter aestastsecundérias. Em algumas modalidades,
um acido nucleico tem uma sequéncia nucleotidiogeeendendo pelo menos um elemento que
codifica, ou é o complemento de uma sequéncia qddiea, um polipeptideo. Em algumas
modalidades, um acido nucleico tem atividade enzm@maEm algumas modalidades, o acido
nucleico desempenha uma fungdo mecanica, por ememem um complexo de
ribonucleoproteinas ou em um RNA de transferéncia.

[0087] Composicéao ou formulacéo farmacéuticaComo utilizado neste documento,
o termo "composicao farmacéutica” compreende unaatgiade farmacologicamente eficaz de
uma droga ou agente ativo e um transportador faati@amente aceitadvétm alguns exemplos,
varios aspectos da presente tecnologia podem iigadms para avaliar a genotoxicidade da
composicao ou formulacdo farmacéutica, ou a drogagente ativo nela.

[0088] Dano polinucleotidico: Conforme utilizado neste documento, o termo "dano
polinucleotidico” ou"dano ao acido nucleico" se refere a dano na seguée acido
desoxirribonucleico (DNA) de um sujeito ("dano alA'") ou na sequéncia de acido ribonucleico
(RNA) ("dano ao RNA") que é direta ou indiretamefier exemplo, um metabdlito ou inducéo
de um processo que é prejudicial ou mutagénic@amhupor uma genotoxina. O acido nucleico
danificado pode levar ao aparecimento de uma doeuncdistlrbio associado a exposicédo a
genotoxina em um sujeito. Em algumas modalidaddstexc¢éo de acido nucleico danificado em
um sujeito pode ser uma indicacao de uma exposig@motoxina. O dano polinucleotidico pode
ainda compreender modificagcdo quimica e/ou fisicaDINA em uma célula. Em algumas
modalidades, o dano é ou compreende, por meioatamgs nao limitativos, pelo menos um de
oxidacdo, alquilacdo, desaminacdo, metilagcéo, Isérdhidroxilagdo, corte, reticulacdes intra-
fitas reticulacdes entre fitas, quebra de fita d&eenidade cega, quebra de fita dupla de
extremidade ecalonada, fosforilagdo, desfosfordasamalilacéo, glicosilacdo, desglicosilacéo,
putrescinilacdo, carboxilagcédo, halogenacao, fogadafolgas de fita Unica, dano por calor, dano
por dessecacao, dano por exposi¢do a UV, danoapacio gama por radiacdo X, dano por
radiacéo ionizante, dano por radiacdo nao ionizdaireo por radiacdo de particulas pesadas, dano
por decaimento nuclear, dano da radiacao beta,daraadiacdo alfa, dano da radiacdo de néutrons,
dano da radiacéo de protons, dano da radiacao ec@stano do pH alto, dano do pH baixo, dano
das espécies oxidativas reativas, dano dos radizas, dano do peréxido, dano do hipoclorito,
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dano da fixacdo do tecido como formalina ou forre@ld, danos causados pelo ferro reativo,
danos causados por condi¢des idnicas baixas, daussados por condi¢des idnicas elevadas,
danos causados por condicbes sem tampéao e danosghesses, danos por exposicdo ambiental,
danos por incéndio, danos por estresse mecaninosdsr degradacdo enzimatica, danos por
micro-organismos, danos por cisalhamento mecanrepapativo, danos por fragmentacdo
enzimatica preparativa, danos ocorridos naturaleiemivo, dano ocorrido durante a extracao de
acido nucleico, dano ocorrido durante a preparat@diblioteca de sequenciamento, dano
introduzido por uma polimerase, dano introduzidoadte o reparo de acido nucleico, dano
ocorrido durante a finaliza¢éo do acido nucleiemalocorrido durante a ligagdo do acido nucleico,
danos ocorridos durante o sequenciamento, daneadagl pelo manuseio mecanico do DNA,
dano ocorrido durante a passagem através de unparanodano ocorrido como parte do
envelhecimento em um organismo, dano causado cesutiado caso ocorra a exposi¢cao quimica
de um individuo, dano causado por um mutagénicog @eorrido por um cancerigeno, dano
causado por um clastogénio, dano causado por derfla@acao in vivo devido a exposicao ao
oxigénio, dano devido a uma ou mais quebras de figaalquer combinacédo dos mesmos.

[0089] Referéncia Conforme utilizado neste documento, descreve udndpaou
controle em relacdo ao qual uma comparacéao éadaliPor exemplo, em algumas modalidades,
um agente, animal, individuo, populagdo, amosaqéncia ou valor de interesse é comparado
com um agente de referéncia ou controle, animdiyitiuo, populacdo, amostra, sequéncia ou
valor ou representacdo do mesmo em uma represeritsicaé ou banco de dados de computador
gue pode estar presente em um local ou acessadtaragnte por meios eletrénicos. Em algumas
modalidades, uma referéncia ou controle é testadm eleterminado substancialmente
simultaneamente com o teste ou determinacdo deesste Em algumas modalidades, uma
referéncia ou controle é uma referéncia ou contrisi®rico, opcionalmente corporificado em um
meio tangivel. Tipicamente, como seria entendidospeersados na técnica, uma referéncia ou
controle é determinado ou caracterizado em congligbeircunstancias comparaveis aguelas sob
avaliacdo. Os versados na técnica apreciarao quemner semelhancas suficientes para justificar
a confianca e/ou comparacdo com uma referénciamiote possivel particular. Uma "amostra
de referéncia" se refere a uma amostra de umaujeé € distinto do sujeito de teste e isolado da

mesma maneira que a amostra com a qual é compargda foi exposta a uma quantidade
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conhecida do mesmo agente genotoxico. O sujeitoamiastra de referéncia pode ser

geneticamente idéntico ao sujeito de teste ou edediferente. Além disso, a amostra de

referéncia pode ser derivada de varios sujeitoSapaen expostos a uma quantidade conhecida
do mesmo agente genotoxico.

[0090] Nivel de limiar seguro:Conforme utilizado neste documento, o termo 'Inive
de limiar seguro" se refere a quantidade (por ekgnpeso, volume, concentragdo, massa,
abundéancia molar, unidade * tempo integral etc.)udea genotoxina especifica ou uma
combinacdo de genotoxinas que um sujeito podexg@Est antes que uma provavel mutacéo
gendmica ocorra levando ao inicio da doenca. Pempio, um nivel de limiar seguro pode ser
zero. Em outros exemplos, um nivel de exposicé@natgxina pode ser toleravel. A tolerancia ao
risco aceitavel de exposicdo pode variar dependelodsujeito, idade, sexo, tipo de tecido,
condicdo de saude do paciente e outras considsraigbeisco-beneficio familiares a alguém
experiente na técnica etc.

[0091] Frequéncia mutante do limiar seguroComo utilizado neste documento, o
termo "frequéncia mutante do limiar seguro” sereefeuma taxa aceitavel de mutacao causada
por um agente ou processo genotoxico, abaixo doupaujeito assume um risco aceitavel de
adquirir uma doenca ou disturbio associado a geimamdA tolerdncia ao risco aceitavel de
exposicao e a taxa de mutacéao resultante podenir digpendendo do sujeito, idade, sexo, tipo
de tecido, condicdo de saude do paciente, etc.

[0092] Identificador de molécula unica (SMI)Como utilizado neste documento, o
termo "identificador de molécula unica" ou "SMI'u@pode ser chamado de "etiqueta”, "cédigo
de barras", "cédigo de barras molecular”, um "lfieatior Molecular Unico", ou "UMI", entre
outros nomes) se refere a qualquer material (pEmnelo, uma sequéncia nucleotidica, um recurso
de molécula de acido nucleico) que € capaz dendisti substancialmente uma molécula
individual entre uma populacdo heterogénea maionaoléculas. Em algumas modalidades, um
SMI pode ser ou compreender um SMI aplicado exagentge. Em algumas modalidades, um
SMI aplicado exogenamente pode ser ou compreende Bequéncia degenerada ou
semidegenerada. Em algumas modalidades SMis suladtaente degeneradas podem ser
conhecidas como Identificadores Moleculares AleasOEXxclusivos (R-UMIs). Em algumas

modalidades, um SMI pode compreender um codigo é¢gemplo, uma sequéncia de acido
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nucleico) de dentro de um conjunto de cédigos ctdbs. Em algumas modalidades, os cédigos
SMI predefinidos s&o conhecidos como Identificasidvioleculares Exclusivos Definidos (D-
UMIs). Em algumas modalidades, um SMI pode ser aupreender um SMI enddgeno. Em
algumas modalidades, um SMI enddgeno pode ser mpreender informacdes relacionadas a
pontos de cisalhamento especificos de uma sequaimoiaecursos relacionados as extremidades
terminais de moléculas individuais que compreendema sequéncia alvo ou uma sequéncia
especifica a ou adjacente a ou dentro de uma diatéonhecida do fim de moléculas individuais.
Em algumas modalidades, um SMI pode se relacicoraruma variagcdo de sequéncia em uma
molécula de acido nucleico causada por dano aleat@rsemialeatorio, modificacdo quimica,
modificacdo enzimatica ou outra modificacdo na odE de &cido nucleico. Em algumas
modalidades, a modificacdo pode ser desaminacawetkitosina. Em algumas modalidades, a
modificacdo pode implicar sitios de cortes de &citecleicos. Em algumas modalidades, um SMI
pode compreender elementos exdgenos e enddgenoslgimas modalidades, um SMI pode
compreender elementos SMI fisicamente adjacentesal§umas modalidades, os elementos SMI
podem ser espacialmente distintos em uma moléeémalgumas modalidades, um SMI pode ser
um acido néo nucleico. Em algumas modalidades, Minp8de compreender dois ou mais tipos
diferentes de informagdes SMI. Varias modalidadeSHlls sdo divulgadas ainda na Publicagdo
Internacional de Patente WO2017/100441, que épocada por referéncia aqui na sua totalidade.
[0093] Elemento de definicdo de fita (SDELonforme utilizado neste documento,
o termo "Elemento de definicdo de fita" ou "SDE"refere a qualquer material que permita a
identificacdo de uma fita especifica de um matet&kcido nucleico de fita dupla e, assim, a
diferenciagcdo da outra/fita complementar (por eXxempualquer material que processe 0s
produtos de amplificacdo de cada um dos dois acidokeicos de fita Unica resultantes de um
acido nucleico de fita dupla alvo substancialmeliggnguivel um do outro apds sequenciamento
ou outra interrogacdo de acido nucleico). Em algummdalidades, um SDE pode ser ou
compreender um ou mais segmentos de sequénciascibihente ndo complementar dentro de
uma sequéncia adaptadora. Em modalidades pargsulanum segmento de sequéncia
substancialmente ndo complementar dentro de umeseiq adaptadora pode ser fornecido por
uma molécula adaptadora compreendendo uma formé emuma forma de "al¢a”. Em outras

modalidades, um segmento de sequéncia substanctalméo complementar dentro de uma
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sequéncia adaptadora pode formar uma "bolha" ndpamthada no meio de sequéncias
complementares adjacentes dentro de uma sequéapiadora. Em outras modalidades, um SDE
pode abranger uma modificacdo de acido nucleico.aljumas modalidades, um SDE pode
compreender separacdo fisica de fitas pareadasoempactimentos de reacdo fisicamente
separados. Em algumas modalidades, um SDE podeeenger uma modificacdo quimica. Em
algumas modalidades, um SDE pode compreender wn Aacleico modificado. Em algumas
modalidades, um SDE pode se relacionar com umag&ride sequéncia em uma molécula de
acido nucleico causada por dano aleatério ou seat@io, modificacdo quimica, modificacéo
enzimatica ou outra modificacdo na molécula decaaidcleico. Em algumas modalidades, a
modificagcdo pode ser desaminacdo da metilcitodtna.algumas modalidades, a modificagéo
pode implicar sitios de cortes de acidos nucleiv@sias modalidades de SDEs sé&o divulgadas
ainda na Publicacéo Internacional de Patente WQ200441, que € incorporada por referéncia
aqui na sua totalidade.

[0094] Sujeito: Como utilizado neste documento, o termo "sujei'tefere a um
organismo, tipicamente um mamifero, como um hum@no algumas modalidades, incluindo
formas humanas pré-natais), um animal ndo humasrcefgemplo, mamiferos e ndo mamiferos,
incluindo, mas n&o limitado a primatas ndo humawcasalos, ovelhas, cées, vacas, porcos,
galinhas, anfibios, répteis, vida marinha (gerabmesxcluindo macacos marinhos), outros
organismos modelo, como vermes, moscas etc.) eaminansgénicos (por exemplo, roedores
transgénicos) etc. Em algumas modalidades, unts@geexposto a genotoxina ou fator ou agente
genotoxico, ou em outra modalidade, o sujeito &posto a uma potencial genotoxina. Em
algumas modalidades, um sujeito esta sofrendo deda®nca, distlrbio ou condigéo relevante.
Em algumas modalidades, um sujeito esta sofrendantke doenca ou distlrbio genotoxico
associado. Em algumas modalidades, um sujeitocétbusl a uma doenca, disturbio ou condicéo.
Em algumas modalidades, um sujeito exibe um ou sir#ismas ou caracteristicas de uma doenca,
distarbio ou condicdo. Em algumas modalidades, ujeite ndo exibe nenhum sintoma ou
caracteristica de uma doenca, disturbio ou condig@calgumas modalidades, um sujeito tem um
OuU Mais aspectos caracteristicos de suscetibilidiadisco de uma doenca, distarbio ou condicéo.
Em algumas modalidades, um sujeito esta exibindsintoma ou caracteristica de uma doenca,

disturbio ou condi¢éo e, em algumas modalidadeg, §atoma ou caracteristica esta associado a
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uma doenca ou distlrbio genotoxico associado. Ejunas modalidades, um sujeito € um
paciente. Em algumas modalidades, um sujeito éndiiiduo a quem o diagndstico e/ou terapia
€ e/ou foi administrado. Em ainda outras modalidaden sujeito se refere a quaisquer fontes
bioldgicas vivas ou outro material de acido nudegue pode ser exposto a genotoxinas e pode
incluir, por exemplo, organismos, células e/oudesj como para estudosvivo, por exemplo:
fungos, protozoarios, bactérias, arqueobactériass,vcélulas isoladas em cultura, células que
foram intencionalmente (por exemplo, transplanteélalas-tronco, transplante de 6rgaos) ou
involuntariamente (por exemplo, microcimerismo Ilfeta materno) ou acidos nucleicos ou
organelas isoladas (isto é, mitocondrias, cloréptasgenomas virais livres, plasmideos livres,
aptameros, ribozimas ou derivados ou precursorégides nucleicos (isto é, oligonucleotideos,
trifosfatos de dinucleotideos, etc.).

[0095] Substancialmente: Conforme utilizado neste documento, o0 termo
"substancialmente" se refere a condi¢do qualitatévexibir extensdo ou grau total ou quase total
de uma caracteristica ou propriedade de intereédgeém versado na técnica das ciéncias
bioldgicas entendera que os fendbmenos biologiopgimicos raramente, se é que alguma vez,
chegam a conclusdo e/ou prosseguem a conclusdoamgam ou evitam um resultado absoluto.
O termo "substancialmente" é, portanto, usado jpana capturar a potencial falta de completude
inerente a muitos fenébmenos bioldgicos e quimicos.

[0096] Quantidade terapeuticamente eficazZZomo utilizado neste documento, o
termo "quantidade terapeuticamente eficaz" ou "tdade farmacologicamente eficaz" ou
simplesmente "quantidade eficaz" se refere a qieai de uma droga ou agente ativo para
produzir um resultado farmacolégico, terapéuticpmventivo pretendiddem alguns exemplos,
varios aspectos da presente tecnologia podem selosispara avaliar ou determinar uma
quantidade eficaz de uma droga ou agente ativogpamplo, uma droga ativa distribuida para
induzir propositalmente eventos associados a geicatade).

[0097] Contexto de trinucleotideo ou trinucleotideoComo utilizado neste
documento, os termos "trinucleotideo” ou "contexi® trinucleotideo” se referem a um
nucleotideo no contexto de bases nucleotidicasiataedente precedentes e imediatamente apds
em sequéncia (por exemplo, um mononucleotideo @leded uma combinagdo de trés

mononucleotideos).
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[0098] Espectro ou assinatura de trinucleotidecAqui, o termo "assinatura de
trinucleotideo" é usado de forma intercambiavel espectro de trinucleotideo”, "assinatura de
tripleto” e "espectro de tripleto” se refere a wmsinatura de mutacédo, como as associadas a uma
exposicao de genotoxina, em um contexto de triotideo. Numa modalidade, uma genotoxina
pode ter um espectro/assinatura Unico, semiunaoidéntificavel de outro modo tripleto.

[0099] Tratamento:Como utilizado neste documento, o termo "tratamesdaefere
a aplicacédo ou administracdo de um agente terapéutim sujeito, ou aplicacdo ou administracéo
de um agente terapéutico a um tecido ou linhagdutacesolado de um sujeito que tenha um
distarbio, por exemplo, uma doeng¢a ou condi¢cdosiumoma de doen¢a ou uma predisposi¢ao
para uma doenga, com o objetivo de curar, sanararalabrandar, alterar, remediar, melhorar,
aprimorar ou afetar a doenca, os sintomas da damnegapredisposicao para a doenca. Em um
exemplo, o distirbio ou doenca/condicdo € uma doeng distirbio genotéxico. Em outro
exemplo, o distarbio ou doenga/condi¢do ndo € umeagh ou distirbio genotdxico. Em alguns
exemplos, varios aspectos da presente tecnologiaisitlos para avaliar a genotoxicidade do
tratamento ou de um potencial tratamento.

Modalidades Selecionadas de Métodos de Sequendiamaplex e Adaptadores e

Reagentes Associados

[00100] O Sequenciamento Duplex é um método para a prodig&equéncias de
DNA corrigidas por erros a partir de moléculas @ed@ nucleico de fita dupla e que foi
originalmente descrito na Publicacéo InternacioleaPatente WO 2013/142389 e na Patente U.S.
9.752.188, e WO 2017/100441, em Scheiittal, PNAS, 2012 [1]; em Kennedst. al.,PLOS
Genetics, 2013 [2]; em Kennedy et. al., Nature ddals, 2014 [3]; e em Schmitt et. al., Nature
Methods, 2015 [4]. Cada uma das patentes, pedielpatente e publicagcbes acima mencionadas
sao incorporadas aqui por referéncia em sua tatiidComo ilustrado nas FIGS. 1A-1C, e em
certos aspectos da tecnologia, o SequenciamentdeOygpde ser usado para sequenciar
independentemente ambas as fitas de moléculas deimiWiduais, de modo que as leituras da
sequéncia derivada possam ser reconhecidas coginanias da mesma molécula parental de
acido nucleico de fita dupla durante o sequenciamerassivamente paralelo (MPS), também
conhecido como sequenciamento de proxima geraga®)Nmas também diferenciado entre si

como entidades distinguiveis apés o sequenciamasatieituras de sequéncia resultantes de cada
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fita sdo entdo comparadas com o objetivo de olm@r sequéncia corrigida por erro da molécula
original de acido nucleico de fita dupla conheadeno Sequéncia de Consenso Duplex (DCS).
O processo de Sequenciamento Duplex permite camfiexplicitamente que ambas as fitas de
uma molécula original de acido nucleico de fita ldupstdo representadas nos dados de
sequenciamentos gerados usados para formar um DCS.

[00101] Em certas modalidades, os métodos que incorpor@8 podem incluir a
ligacdo de um ou mais adaptadores de sequenciamemi@ molécula de acido nucleico de fita
dupla alvo, compreendendo uma sequéncia de acalieicmalvo de primeira fita e uma sequéncia
nucleica alvo de segunda fita, para produzir umpexrwo de acido nucleico alvo de fita dupla (por
exemplo, FIG1A).

[00102] Em varias modalidades, um complexo de acido nuchiw resultante pode
incluir pelo menos uma sequéncia SMI, que pode icapluma sequéncia degenerada ou
semidegenerada aplicada exogenamente (por exestipleeta duplex aleatéria mostrada na FIG.
1A, sequéncias identificadas come p na FIG.1A), informacdes enddgenas relacionadas aos
pontos de cisalhamento especificos da molécula @dvécido nucleico de fita dupla ou uma
combinacédo das mesmas. O SMI pode tornar a moldeud@ido nucleico alvo substancialmente
distinguivel da pluralidade de outras moléculasuema populacdo que € sequenciada sozinha ou
em combinacdo com elementos distintivos dos fragpsede &cido nucleico aos quais foram
ligados. O recurso substancialmente distinguivel etemento SMI pode ser transportado
independentemente por cada uma das fitas Unicasmpam a molécula de acido nucleico de fita
dupla, de modo que os produtos de amplificacivaleros de cada fita possam ser reconhecidos
como provenientes da mesma molécula original dioduicleico de fita dupla substancialmente
Unica apés o sequenciamento. Em outras modalidad®¥d) pode incluir informacdes adicionais
e/ou pode ser usado em outros métodos para os egsasfuncionalidade de diferenciacdo de
molécula é atil, como os descritos nas publicag@@sa mencionadas. Numa outra modalidade,
0 elemento SMI pode ser incorporado ap0s a ligdgdadaptador. Em algumas modalidades, o
SMI é de natureza dupla. Em outras modalidades,matlireza de fita tnica (por exemplo, o SMI
pode estar na parte de fita inica dos adaptad@&eshutras modalidades, € uma combinacédo de

natureza de fita Unica e dupla.
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[00103] Em algumas modalidades, cada complexo de sequéaciido nucleico
alvo de fita dupla pode incluir ainda um elemergor(exemplo, um SDE) que processa 0s
produtos de amplificacéo dos dois acidos nucledeofta Unica que formam a molécula de acido
nucleico de fita dupla alvo substancialmente digtimel uma da outra apds a sequéncia. Em uma
modalidade, um SDE pode compreender sitios primaassimétricos compreendidos nos
adaptadores de sequenciamento ou, em outros ayraagsimetrias de sequéncia podem ser
introduzidas nas moléculas adaptadoras que nao eatdsequéncias iniciadoras, de modo que
pelo menos uma posicao nas sequéncias nucleotdticasnplexo de sequéncia de acido nucleico
alvo da primeira fita e da segunda fita do compldgosequéncia de acido nucleico alvo sdo
diferentes um do outro apés amplificagdo e seqaeraito. Em outras modalidades, o SMI pode
compreender outra assimetria bioquimica entre as ditlas que diferem das sequéncias
nucleotidicas canénicas A, T, C, G ou U, mas é edida em pelo menos uma diferenca de
sequéncia nucleotidica canbnica nas duas moléaunipkficadas e sequenciadas. Em ainda outra
modalidade, o SDE pode ser um meio de separaaiimgnte as duas fitas antes da amplificagéo,
de modo que os produtos de amplificacdo derivadoseduéncia de acido nucleico alvo da
primeira fita e a sequéncia de acido nucleico dv@egunda fita sejam mantidos em isolamento
fisico substancial um do outro com o objetivo denteauma distingdo entre os dois. Outros
arranjos ou metodologias para fornecer uma funge Gue permita distinguir a primeira e a
segunda fitas podem ser utilizados, como os descanias publicagcdes mencionadas acima, ou
outros métodos que atendem ao objetivo funciorsdrde.

[00104] Depois de gerar o complexo de acido nucleico algofith dupla que
compreende pelo menos um SMI e pelo menos um SDEnde um ou ambos esses elementos
serdo subsequentemente introduzidos, o complexe pedsubmetido a amplificacédo de DNA,
como com PCR, ou qualquer outro método bioguimeamplificacdo de DNA (por exemplo,
amplificacéo de circulo rolante, amplificacdo dsldeamento multiplo, amplificacao isotérmica,
amplificacdo de ponte ou amplificacdo ligada a gigpe, de modo que uma ou mais copias da
primeira fita direcionem a sequéncia de acido ncele uma ou mais copias da sequéncia de acido
nucleico alvo da segunda fita sdo produzidas (pemelo, FIG.1B). As uma ou mais copias de
amplificagdo da molécula de acido nucleico alvgpdmeira fita e as uma ou mais cépias de
amplificagdo da segunda molécula de &acido nucleabm podem ser submetidas ao
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sequenciamento de DNA, de preferéncia usando uataf@ima de sequenciamento de DNA
massivamente paralela de "proxima geracéo" (panpke FIG.1B).

[00105] As leituras de sequéncia produzidas a partir daecntd de acido nucleico
alvo da primeira fita e da molécula de acido nedeilvo da segunda fita derivadas da molécula
original de &cido nucleico alvo de fita dupla podesar identificadas com base no
compartilhamento de um SMI substancialmente Urétacionado e distinto da molécula de &cido
nucleico alvo de fita oposta em virtude de um SB#. algumas modalidades, o SMI pode ser
uma sequéncia baseada em um em um codigo de apdegiiros matematicamente baseado (por
exemplo, um cédigo de Hamming), pelo qual certososerde amplificacdo, erros de
sequenciamento ou erros de sintese SMI podem Isesidos com a finalidade de relacionar as
sequéncias SMI em fitas complementares de um Dupigial (por exemplo, uma molécula de
acido nucleico de fita dupla). Por exemplo, com Skl exdgeno de fita dupla, em que o SMI
compreende 15 pares de bases de sequéncia toldeg@nerada de bases de DNA candnicas,
existirdo aproximadamente 4715 = 1.073.741.824wmges SMI estimadas em uma populacéo de
SMis totalmente degeneradas. Se dois SMIs sdo esmlps de leituras de dados de
sequenciamento que diferem em apenas um nucleotidetmo da sequéncia SMI de uma
populacao de 10.000 SMIs amostrados, pode-se aatoaltematicamente a probabilidade de isso
ocorrer por acaso e tomar uma decisdo se € maiayaloque a diferenca de um par de bases
reflita um dos tipos de erros mencionados acimaeeag sequéncias SMI possam ser determinadas
como sendo de fato derivadas da mesma moléculaxdapbinal. Em algumas modalidades em
gue o SMI é, pelo menos em parte, uma sequéndcadplexogenamente em que as variantes de
sequéncia ndo sao totalmente degeneradas entresad, epelo menos em parte, sequéncias
conhecidas, a identidade das sequéncias conhgmdasem algumas modalidades ser projetada
de tal forma que um ou mais erros dos tipos meadios acima nao convertam a identidade de
uma sequéncia SMI conhecida na de outra sequéhtiad® modo que a probabilidade de um
SMI ser mal interpretado como a de outro SMI é zaethu Em algumas modalidades, esta
estratégia de projeto de SMI compreende uma abendag Codigo de Hamming ou derivado do
mesmo. Uma vez identificada, uma ou mais leitueasedjuéncia produzidas a partir da molécula
de &cido nucleico alvo da primeira fita sdo comgi@sacom uma ou mais leituras de sequéncia
produzidas a partir da molécula de acido nucldwm@a segunda fita para produzir uma sequéncia
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da molécula de acido nucleico alvo corrigida poo €por exemplo, FIGLC). Por exemplo, as
posi¢des nucleotidicas nas quais as bases dasseguée acido nucleico alvo da primeira e da
segunda fita concordam sao consideradas sequéreramdeiras, enquanto as posicoes
nucleotidicas que discordam entre as duas fitases@mhecidas como sitios potenciais de erros
técnicos que podem ser descontados, eliminadoggidos ou identificados. Uma sequéncia
corrigida por erro da molécula de acido nucleicm ale fita dupla original pode assim ser
produzida (mostrada na FIGC). Em algumas modalidades e apds o agrupamentoasiepde
cada uma das leituras de sequenciamento prodwzipgasir da molécula de acido nucleico alvo
da primeira fita e da molécula de acido nucleieo ala segunda fita, uma sequéncia de consenso
de fita Unica pode ser gerada para cada uma daipsima da segunda fitas. As sequéncias de
consenso de fita Unica da molécula de acido nuckdio da primeira fita e a molécula de acido
nucleico alvo da segunda fita podem entdo ser cadpa para produzir uma sequéncia da
molécula de acido nucleico alvo corrigida por €por exemplo, FIG1C).

[00106] Alternativamente, em algumas modalidades, os sifi®sdesacordo da
sequéncia entre as duas fitas podem ser reconkexmdw sitios potenciais de incompatibilidades
derivadas biologicamente na molécula original dedcacnucleico alvo de fita dupla.
Alternativamente, em algumas modalidades, os siéakesacordo da sequéncia entre as duas fitas
podem ser reconhecidos como sitios potenciaiscoenpatibilidades derivadas de sintese de DNA
na molécula original de acido nucleico alvo de fitlapla. Alternativamente, em algumas
modalidades, os sitios de desacordo de sequénmaasrduas fitas podem ser reconhecidos como
sitios potenciais em que uma base nucleotidicdickaé ou modificada estava presente em uma
ou em ambas as fitas e foi convertida em uma inetibifidade por um processo enzimatico (por
exemplo, uma DNA polimerase, uma DNA glicosilaseooira enzima modificadora de acido
nucleico ou processo quimico). Em algumas modadislagista Ultima descoberta pode ser usada
para inferir a presenca de dano por acido nucteicnodificacdo de nucleotideo antes do processo
enzimatico ou tratamento quimico.

[00107] Em algumas modalidades, e de acordo com aspecfmgsiente tecnologia,
as leituras de sequenciamento geradas a partetdpas de Sequenciamento Duplex discutidas
aqui podem ser filtradas ainda mais para elimie#udas de sequenciamento de moléculas
danificadas por DNA (por exemplo, danificadas dteanarmazenamento, transporte, durante ou
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apos a extracao de tecido ou sangue durante owaggeéparacao da biblioteca, etc.). Por exemplo,
enzimas de reparo de DNA, como Uracil-DNA Glicas#igUDG), Formamidopirimidina DNA
glicosilase (FPG) e 8-oxoguanina DNA glicosilas&(@&l), podem ser utilizadas para eliminar ou
corrigir danos ao DNA (por exemplo, danos ao DiNAitro ou danosn vivo). Essas enzimas de
reparo do DNA, por exemplo, sdo glicosilases queoxem bases danificadas do DNA. Por
exemplo, o UDG remove o uracil resultante da desagdio da citosina (causada pela hidrolise
espontanea da citosina) e o FPG remove a 8-oxargugror exemplo, uma lesdo de DNA comum
resultante de espécies reativas de oxigénio). O taRBem possui atividade de liase que pode
gerar uma folga de 1 base em sitios abasicos. Jiiss abasicos geralmente falham
subsequentemente em amplificar por PCR, por exerpplgue a polimerase falha em copiar o
modelo. Consequentemente, o uso de tais enzimapdeo/eliminacdo de danos ao DNA pode
remover efetivamente o DNA danificado que ndo possia mutacao verdadeira, mas que pode
ser detectado como um erro ap6s a sequéncia diseaté sequéncia duplex. Embora um erro
devido a uma base danificada possa frequentement®sigido pelo Sequenciamento Duplex
em casos raros, teoricamente, um erro complempathr ocorrer na mesma posicdo em ambas
as fitas, assim, reduzir o dano que aumenta goede reduzir a probabilidade de artefatos. Além
disso, durante a preparacao da biblioteca, cedgsgientos de DNA a serem sequenciados podem
ser de fita Unica a partir de sua fonte ou dasastdp processamento (por exemplo, cisalhamento
mecanico de DNA). Essas regides sao tipicamenteectaias em DNA de fita dupla durante uma
etapa de "reparo final" conhecida na técnica, ra gma DNA polimerase e substratos de
nucleosideo séo adicionados a uma amostra de DNAegtender as extremidades recuadas em
5'. Um sitio mutagénico de dano ao DNA na porcafital€inica do DNA que esta sendo copiado
(isto é, saliéncia de fita Unica de 5' em uma obamas extremidades do duplex de DNA ou cortes
ou folgas internas de fita Unica) pode causar wm @urante a reacdo de preenchimento que
poderia processar uma mutacédo de fita Unica, ersdndese ou sitio de dano do acido nucleico em
uma forma de fita dupla que poderia ser mal ingtgola na sequéncia de consenso duplex final
como uma verdadeira mutacao, pela qual a verdadeitacdo estava presente na molécula de
acido nucleico de fita dupla original, quando nedade ndo estava. Esse cenario, denominado
“pseudo-duplex”, pode ser reduzido ou evitado pslo de tais enzimas destruidoras/reparadoras
de danos. Em outras modalidades, essa ocorrénbéaseo reduzida ou eliminada através do uso
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de estratégias para destruir ou impedir a formagfporcdes de fita Unica da molécula duplex
original (por exemplo, 0 uso de certas enzimassenddas para fragmentar o material original
de acido nucleico de fita dupla, em vez de cisar@mmecanico ou certas outras enzimas que
podem deixar cortes ou folgas). Em outras modatisianl uso de processos para eliminar porcoes
de fita Unica de acidos nucleicos originais deditpla (por exemplo, nucleases especificas de fita
Gnica, como nuclease S1 ou nuclease de feijao mupgde ser utilizado para uma finalidade
semelhante.

[00108] Em outras modalidades, as leituras de sequenciangenadas a partir das
etapas de Sequenciamento Duplex discutidas agenpaer filtradas ainda mais para eliminar
falsas mutacOes aparando as extremidades dasateituais propensas a artefatos de pseudo-
duplex. Por exemplo, a fragmentacédo do DNA podargasrcdes de fita Unica nas extremidades
terminais da molécula de fita dupla. Essas porci@efita Unica podem ser preenchidas (por
exemplo, pela Klenow ou T4 polimerase) durantepanme final. Em alguns casos, as polimerases
cometem erros de coépia nessas regibes reparadss, flavando a geracdo de "moléculas
pseudoduplex”. Esses artefatos de preparacédo diatdib podem incorretamente parecer
verdadeiras mutacdes depois de sequenciados. &sess como resultado de mecanismos de
reparo final, podem ser eliminados ou reduzidosami@ise pds-sequenciamento aparando as
extremidades das leituras de sequenciamento pahairequaisquer mutacdes que possam ter
ocorrido em regides de maior risco, reduzindo assimumero de falsas mutacées. Numa
modalidade, esse corte de leituras de sequenciarpede ser realizado automaticamente (por
exemplo, uma etapa normal do processo). Em outdaldade, uma frequéncia mutante pode ser
avaliada para regides terminais do fragmento aersaiuel limiar de mutacdes for observado nas
regides terminais do fragmento, o corte de leiti@@dequenciamento pode ser realizado antes de
gerar uma leitura de sequéncia de consenso diufiia dos fragmentos de DNA.

[00109] A titulo de exemplo especifico, em algumas moddkdasao fornecidos aqui
métodos para gerar uma sequéncia de leitura aarfgr erro de um material de acido nucleico
alvo de fita dupla, incluindo a etapa de ligar uitterial de acido nucleico alvo de fita dupla a
pelo menos uma sequéncia adaptadora, para formapomplexo de material de acido nucleico
alvo-adaptador, em que a pelo menos uma sequétegdaalora compreende (a) uma sequéncia
de identificador de molécula Unica (SMI) degeneramla semidegenerada que marca
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exclusivamente cada molécula do material de 4aidteito alvo de fita dupla, e (b) uma primeira
sequéncia adaptadora de nucleotideo que marca imeirp fita do complexo de material de
acido nucleico alvo-adaptador e uma segunda seguéadaptadora de nucleotideo que é pelo
menos parcialmente ndo complementar a primeiraésetunucleotidica que marca uma segunda
fita do complexo de material de acido nucleico @daptador, de modo que cada fita do complexo
de material de acido nucleico alvo-adaptador tenimaa sequéncia nucleotidica distintamente
identificavel em relacdo a sua fita complementamé&odo pode, em seguida, incluir as etapas de
amplificacéo de cada fita do complexo de mateeadado nucleico alvo-adaptador para produzir
uma pluralidade de amplicons do complexo de acidieico alvo-adaptador da primeira fita e
uma pluralidade de amplicons do complexo de aciddeico alvo-adaptador da segunda fita. O
meétodo pode ainda incluir as etapas de amplificalghprimeiro e das fitas para fornecer um
primeiro produto de acido nucleico e um segundalytimmde acido nucleico. O método também
pode incluir as etapas de sequenciar cada um ah@ipoi produto de acido nucleico e do segundo
produto de acido nucleico para produzir uma pldeale de leituras de sequéncia da primeira fita
e pluralidade de leituras de sequéncia da segutada ¢onfirmar a presenca de pelo menos uma
leitura da sequéncia da primeira fita e pelo manoa leitura da sequéncia da segunda fita. O
método pode ainda incluir comparar pelo menos @itard de sequéncia de primeira fita com a
pelo menos uma leitura de sequéncia de segundga fifarar uma leitura de sequéncia corrigida
por erro do material de acido nucleico alvo de dis@la, descontando posi¢cdes de nucleotideos
que ndo concordam, ou removendo, alternativamastéeituras de sequéncia da primeira e da
segunda fitas comparadas com uma ou mais posigéksotidicas em que as leituras de sequéncia
da primeira e da segunda fitas comparadas nacosdadementares.

[00110] Por meio de um exemplo especifico adicional, emaralis modalidades, sao
aqui fornecidos métodos para identificar uma vaeiae DNA de uma amostra incluindo as etapas
de ligacdo de ambas as fitas de um material d® &uidleico (por exemplo, uma molécula de
DNA alvo de fita dupla) a pelo menos uma molécuwapsadora assimétrica para formar um
complexo de material de acido nucleico alvo-adaptsehdo uma primeira sequéncia nucleotidica
associada a uma primeira fita de uma molécula d& BidXo de fita dupla (por exemplo, uma fita
superior) e uma segunda sequéncia nucleotidica gal menos parcialmente ndo complementar

a primeira sequéncia nucleotidica associada a equnda fita da molécula de DNA alvo de fita
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dupla (por exemplo, uma fita inferior) e amplificada fita do material de acido nucleico alvo-
adaptador, resultando em cada fita gerando umnttisfporém relacionado conjunto de produtos
de acido nucleico alvo-adaptador amplificado. Oaué{pode ainda incluir as etapas de sequenciar
cada uma de uma pluralidade de produtos de acitleioo alvo-adaptador da primeira fita e uma
pluralidade de produtos de acido nucleico alvo-tathyy da segunda fita, confirmando a presenca
de pelo menos uma leitura de sequéncia amplifidadada fita do complexo de material de acido
nucleico alvo-adaptador e comparando pelo menosleitoiga de sequéncia amplificada obtida
da primeira fita com a pelo menos uma leitura dpi@ecia amplificada obtida da segunda fita
para formar uma leitura de sequéncia de consenswtirial de acido nucleico (por exemplo, um
molécula de DNA alvo de fita dupla) tendo apenasebaucleotidicas nas quais a sequéncia de
ambas as fitas do material de acido nucleico (gemg@lo, uma molécula de DNA alvo de fita
dupla) esta de acordo, de modo que uma variante@ues em uma posicao especifica na leitura
de sequéncia de consenso (por exemplo, em compacagd uma sequéncia de referéncia) é
identificada como uma verdadeira variante de DNA.

[00111] Em algumas modalidades, sdo aqui fornecidos métpdos gerar uma
sequéncia de consenso de alta precisdo a panimd®aterial de acido nucleico de fita dupla,
incluindo as etapas de marcacdo de moléculas de @pex individuais com uma molécula
adaptadora para formar material de DNA marcadaj@srcada molécula adaptadora compreende
(@) um identificador de molécula Unica degeneradasemidegenerada (SMI) que marca
exclusivamente a molécula de DNA duplex; e (b)imgira e a segunda sequéncias adaptadoras
de nucleotideos ndo complementares que distingosafita superior original de uma fita inferior
original de cada molécula de DNA individual dentim material de DNA marcado, para cada
molécula de DNA marcada, e gerando um conjunto ugdichtas da fita superior original da
molécula de DNA marcada e um conjunto de duplicdéaBta inferior original da molécula de
DNA marcada para formar material de DNA amplifica@ométodo pode ainda incluir as etapas
de criar uma primeira sequéncia de consenso darfita (SSCS) a partir das duplicatas da fita
superior original e uma segunda sequéncia de ceosknfita tnica (SSCS) a partir das duplicatas
da fita inferior original, comparando o primeiro GS da fita superior original com o segundo

SSCS da fita inferior original e gerar uma sequ&igig consenso de alta precisdo com apenas
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bases nucleotidicas nas quais a sequéncia do miS®CS da fita superior original e do segundo
SSCS da fita inferior original é complementar.

[00112] Em outras modalidades, sdo aqui fornecidos métpaos detectar e/ou
quantificar danos ao DNA de uma amostra compreeatwdeoléculas de DNA alvo de fita dupla,
incluindo as etapas de ligacdo de ambas as fitaadke molécula de DNA alvo de fita dupla a
pelo menos uma molécula adaptadora assimétricaqgranar uma pluralidade de complexos de
DNA alvo-adaptador, em que cada complexo de DNA-aldaptador tem uma primeira sequéncia
nucleotidica associada a uma primeira fita de ummigcula de DNA de fita dupla e uma segunda
sequéncia nucleotidica que é pelo menos parciadmeid complementar a primeira sequéncia
nucleotidica associada a uma segunda fita da maléeuDNA alvo de fita dupla e para cada
complexo de DNA alvo-adaptador: amplificar cada fio complexo de DNA alvo-adaptador,
resultando em cada fita gerando um conjunto destimas relacionado, de amplicons de DNA
alvo-adaptador amplificados. O método pode aindainas etapas de sequenciar cada uma de
uma pluralidade de amplicons de DNA alvo-adaptatioprimeira fita e uma pluralidade de
amplicons de DNA alvo-adaptador da segunda fitaficbando a presenca de pelo menos uma
leitura de sequéncia de cada fita do complexo d& BIMo-adaptador e comparar pelo menos uma
leitura de sequéncia obtida da primeira fita copela menos uma leitura de sequéncia obtida da
segunda fita para detectar e/ou quantificar baseleatidicas nas quais a leitura de sequéncia de
uma fita da molécula de DNA de fita dupla esta esadordo (por exemplo, ndo complementar)
com a leitura de sequéncia da outra fita da madédelDNA de fita dupla, de modo que os sitios
de dano ao DNA possam ser detectados e/ou quadtiic Em algumas modalidades, o método
pode incluir ainda as etapas de criar uma prinsgogéncia de consenso de fita Unica (SSCS) a
partir dos amplicons de DNA alvo-adaptador da piiandéta e uma segunda sequéncia de
consenso de fita Unica (SSCS) a partir dos am@icienDNA alvo-adaptador da segunda fita,
comparar o primeiro SSCS da primeira fita orige@h o segundo SSCS da segunda fita original
e identificar as bases nucleotidicas nas quaisj@seia do primeiro SSCS e do segundo SSCS
nao € complementar para detectar e/ou quantifararsiao DNA associados as moléculas de DNA
alvo de fita dupla na amostra.

Sequéncias de identificador de molécula Unica ($Mls

Peticéo 870200101565, de 13/08/2020, pag. 69/205



43/122

[00113] De acordo com varias modalidades, os métodos e azig@ies fornecidos
incluem uma ou mais sequéncias SMI em cada fitaxdematerial de acido nucleico. O SMI pode
ser transportado independentemente por cada unfaagadnicas que resultam de uma molécula
de acido nucleico de fita dupla, de modo que odyios de amplificacéo derivativos de cada fita
possam ser reconhecidos como provenientes da nmesléeula original de acido nucleico de fita
dupla substancialmente Unica apés o sequenciaméntoalgumas modalidades, o SMI pode
incluir informacdes adicionais e/ou pode ser useado outros métodos para 0S quais essa
funcionalidade de diferenciacdo de molécula é atimo sera reconhecido por um versado na
técnica. Em algumas modalidades, um elemento SMde pger incorporado antes,
substancialmente simultaneamente, ou apoés a ligdg&equéncia adaptadora um material de
acido nucleico.

[00114] Em algumas modalidades, uma sequéncia SMI podeirimpeio menos um
acido nucleico degenerado ou semidegenerado. Basaubdalidades, uma sequéncia SMI pode
ser ndo degenerada. Em algumas modalidades, o&iIger a sequéncia associada a ou proximo
a uma extremidade do fragmento da molécula de auidteico (por exemplo, extremidades
cortadas aleatoriamente ou semialeatoriamente tirialale acido nucleico ligado). Em algumas
modalidades, uma sequéncia exdégena pode ser c@uEdem conjunto com a sequéncia
correspondente as extremidades cortadas aleatmti@rna semialeatoriamente do material de
acido nucleico ligado (por exemplo, DNA) para ohiera sequéncia SMI capaz de distinguir, por
exemplo, moléculas de DNA Unicas uma da outra. lgomzas modalidades, uma sequéncia SMI
€ uma porcao de uma sequéncia adaptadora quégest@ & uma molécula de &cido nucleico de
fita dupla. Em certas modalidades, a sequénciatadiaa compreendendo uma sequéncia SMI é
de fita dupla, de modo que cada fita da moléculaaigo nucleico de fita dupla inclui um SMI
apos a ligacao a sequéncia adaptadora. Em outralidextk, a sequéncia SMI é de fita Unica antes
ou apods a ligacdo a uma molécula de acido nucléedita dupla e uma sequéncia SMI
complementar pode ser gerada estendendo a fitéaopm® uma DNA polimerase para produzir
uma sequéncia SMI de fita dupla complementar. Eimasunodalidades, uma sequéncia SMI esta
em uma porcao de fita Unica do adaptador (por ekerap braco de um adaptador tendo uma
forma em Y). Em tais modalidades, o SMI pode f&gilo agrupamento de familias de leituras de
sequéncia derivadas de uma fita original de umacntd de acido nucleico de fita dupla e, em
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alguns casos, pode conferir relacdo entre a praneedr segunda fita originais de uma molécula de
acido nucleico de fita dupla (por exemplo, a td&die ou parte dos SMIs pode ser relacionada
através da tabela de consulta). Nas modalidades, aprimeiro e a segundo fitas sdo marcadas
com SMis diferentes, a leitura das sequéncias s fitas originais pode ser relacionada usando
um ou mais SMI enddgenos (por exemplo, um recwsgedfico de fragmento, como a sequéncia
associada a ou préximo a uma extremidade do fragnaenmolécula de acido nucleico) ou com
0 uso de uma etiqueta molecular adicional compadg pelas duas fitas originais (por exemplo,
um cadigo de barras em uma porcao de fita dupkddptador, ou uma combinacdo dos mesmos.
Em algumas modalidades, cada sequéncia SMI pollérieatre cerca de 1 a cerca de 30 acidos
nucleicos (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 8, 10, 1218, 18, 20 ou mais acidos nucleicos degenerados
ou semidegenerados).

[00115] Em algumas modalidades, um SMI é capaz de sermligadn ou ambos de
um material de acido nucleico e uma sequéncia adagft. Em algumas modalidades, um SMI
pode ser ligado a pelo menos um dentre um exces$o um excesso de A, um excesso de CG,
uma base desidroxilada e uma extremidade cega deatenial de acido nucleico.

[00116] Em algumas modalidades, uma sequéncia de um SMI geErdconsiderada
em conjunto com (ou projetada de acordo com) aé&smng correspondente a, por exemplo,
extremidades cortadas aleatoriamente ou semidkeatemte de um material de acido nucleico
(por exemplo, um material de acido nucleico ligag@ra obter uma sequéncia SMI capaz de
distinguir moléculas de acido nucleico Unicas umauatra.

[00117] Em algumas modalidades, pelo menos um SMI podamsesMI enddgeno
(por exemplo, um SMI relacionado a um ponto delltgssaento (por exemplo, uma extremidade
de fragmento), por exemplo, usando o proprio pal@ccisalhamento ou usando um numero
definido de nucleotideos no acido nucleico matematdiatamente adjacente ao ponto de
cisalhamento [por exemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 ®nucleotideos do ponto de cisalhamento]). Em
algumas modalidades, pelo menos um SMI pode seBMinexdgeno (por exemplo, um SMI
compreendendo uma sequéncia que ndo € encontragia ematerial de acido nucleico alvo).

[00118] Em algumas modalidades, um SMI pode ser ou comgeeerma fracdo de

imageamento (por exemplo, uma fragéo fluorescamtgeooutra forma detectavel opticamente).
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Em algumas modalidades, tais SMIs permitem a d&teefou quantificacdo sem a necessidade
de uma etapa de amplificagao.

[00119] Em algumas modalidades, um elemento SMI pode cangez dois ou mais
elementos SMI distintos que estéo localizados @onssdiferentes no complexo de acido nucleico
adaptador-alvo.

[00120] Varias modalidades de SMiIs s&do divulgadas ainda Publicacao
Internacional de Patente WO2017/100441, que épocada por referéncia aqui na sua totalidade.

Elemento de definicdo de fita (SDE)

[00121] Em algumas modalidades, cada fita de um materidtik nucleico de fita
dupla pode ainda incluir um elemento que procesgaradutos de amplificacdo dos dois &cidos
nucleicos de fita Unica que formam o material dédacnucleico de fita dupla alvo
substancialmente distinguivel um do outro apéjaeseciamento. Em algumas modalidades, um
SDE pode ser ou compreender sitios primarios assio& compreendidos em um adaptador de
segquenciamento ou, em outros arranjos, assimetéasequéncia podem ser introduzidas nas
sequéncias adaptadoras e ndo nas sequénciasorasiade modo que pelo menos uma posicao
nas sequéncias nucleotidicas de um complexo déiseigule acido nucleico alvo da primeira fita
e de uma segunda fita do complexo de sequénciadieriucleico alvo sédo diferentes um do outro
apos amplificacdo e sequenciamento. Em outras mdadak, o SDE pode compreender outra
assimetria bioquimica entre as duas fitas quesatifetas sequéncias nucleotidicas candnicas A,
T, C, G ou U, mas é convertida em pelo menos ufeaetica de sequéncia nucleotidica canbnica
nas duas moléculas amplificadas e sequenciadaairieia outra modalidade, o SDE pode ser ou
compreender um meio de separar fisicamente asflassntes da amplificacdo, de modo que
produtos de amplificacdo derivados da sequénciaca# nucleico alvo da primeira fita e a
sequéncia de acido nucleico alvo da segunda jaansmantidos em isolamento fisico substancial
um do outro com 0 objetivo de manter uma distingdtse os dois produtos de amplificacéo
derivados. Podem ser utilizados outros arranjosietodologias para fornecer uma fungédo SDE
que permita distinguir a primeira e a segunda.fitas

[00122] Em algumas modalidades, uma SDE pode ser capamrdarfum lago (por
exemplo, uma al¢ga em hairpin). Em algumas modatisladna alga pode compreender pelo menos
um sitio de reconhecimento de endonucleases. Emmaky modalidades, o complexo de acido
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nucleico alvo pode conter um sitio de reconhecimdatendonucleases que facilita um evento de
clivagem dentro da alca. Em algumas modalidades, alga pode compreender uma sequéncia
nucleotidica ndo candnica. Em algumas modalidadesicleotideo ndo candnico contido pode
ser reconhecivel por uma ou mais enzimas que tlamilia clivagem da fita. Em algumas
modalidades, o nucleotideo ndo candnico contide ged direcionado por um ou mais processos
quimicos que facilitam a clivagem da fita na aEm algumas modalidades, a al¢ca pode conter
um ligante de acido nucleico modificado que podedsecionado por um ou mais processos
enzimaticos, quimicos ou fisicos que facilitam &agem de fios na alca. Em algumas
modalidades, este ligante modificado € um ligaotectivavel.

[00123] Uma variedade de outras ferramentas molecularesripagkervir como SMis
e SDEs. Além de pontos de cisalhamento e marcad@esados em DNA, os métodos de
compartimentacdo de molécula Unica que mantémtas pareadas na proximidade fisica ou
outros métodos de marcacédo de acido ndo nucleaenpservir a funcdo de relacionamento das
fitas. Da mesma forma, a marcacdo quimica assoaélds fitas do adaptador de forma que eles
possam ser separados fisicamente pode desempenhgpapel de SDE. Uma variacdo
recentemente descrita do Sequenciamento Duplekautd conversdo de bissulfito para
transformar as assimetrias de fita de ocorréndiaralana forma de metilacdo de citosina em
diferencas de sequéncia que distinguem as duasHitabora essa implementacéo limite os tipos
de mutacdes que podem ser detectadas, o conceiapiti@izacdo na assimetria nativa é digno de
nota no contexto de tecnologias emergentes de iseigoeento que podem detectar diretamente
nucleotideos modificados. Varias modalidades de sSB&6 divulgadas ainda na Publicacao
Internacional de Patente W02017/100441, que éocada por referéncia na sua totalidade.

Adaptadores e sequéncias adaptadoras

[00124] Em varias disposicdes, moléculas adaptadoras qupreendem SMIs (por
exemplo, codigos de barras moleculares), SDEgsgl# iniciagdo, sequéncias de células de fluxo
e/ou outros recursos séo contempladas para usougasrdas modalidades aqui divulgadas. Em
algumas modalidades, os adaptadores fornecidosnp@@de ou compreender uma ou mais
sequéncias complementares ou pelo menos parciaroemplementares aos iniciadores de PCR

(por exemplo, sitios de iniciacdo) que possuem penos uma das seguintes propriedades: 1)
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alta especificidade de alvo; 2) capaz de ser niedgulo; e 3) exibem amplificacdo robusta e
minimamente tendenciosa.

[00125] Em algumas modalidades, as moléculas adaptadodasnpter a forma de
“Y”, a forma de “U”, a forma de “hairpin”, ter untaolha (por exemplo, uma porgcéo da sequéncia
gue nao é complementar) ou outros recursos. Emguoipdalidades, as moléculas adaptadoras
podem compreender uma forma de "Y", uma forma detitha forma de "hairpin” ou uma bolha.
Certos adaptadores podem compreender nucleotidedifcgados ou ndo padronizados, sitios de
restricdo ou outros recursos para manipulacdo tlates ou funcaan vitro. As moléculas
adaptadoras podem se ligar a uma variedade deiaha@@acido nucleico com uma extremidade
terminal. Por exemplo, as moléculas adaptadorasmagkr adaptadas para se ligarem a um
excesso de T, um excesso de A, um excesso de Céxaenso de multiplos nucleotideos, uma
base desidroxilada, uma extremidade cega de untialate acido nucleico e a extremidade de
uma molécula onde o 5' do alvo & desfosforiladodeuoutro modo bloqueado da ligacao
tradicional. Em outras modalidades, a molécula tadmpa pode conter uma modificacdo
desfosforilada ou de outra forma impedidora dechgana fita 5' no sitio da ligacdo. Nas duas
altimas modalidades, tais estratégias podem ser gdea prevenir a dimerizacdo de fragmentos
da biblioteca ou moléculas adaptadoras.

[00126] Uma sequéncia adaptadora pode significar uma seiguéea fita Gnica, uma
sequéncia de fita dupla, uma sequéncia complemante sequéncia ndo complementar, uma
sequéncia parcial complementar, uma sequéncia ésgia) uma sequéncia de ligacdo ao
iniciador, uma sequéncia de células de fluxo, ueguéncia de ligacdo ou outra sequéncia
fornecida por uma molécula adaptadora. Em modaslgdrticulares, uma sequéncia adaptadora
pode significar uma sequéncia usada para amplfccggor meio de complemento a um
oligonucleotideo.

[00127] Em algumas modalidades, os métodos e composi¢ctescidos incluem
pelo menos uma sequéncia adaptadora (por exemyas,s¢quéncias adaptadoras, uma em cada
uma das extremidades 5' e 3' de um material d® didleico). Em algumas modalidades, os
meétodos e composicdes fornecidos podem compre@ndermais sequéncias adaptadoras (por
exemplo, 3, 4,5, 6,7, 8,9, 10 ou mais). Em algsimodalidades, pelo menos duas das sequéncias
adaptadoras diferem uma da outra (por exemplosguuéncia). Em algumas modalidades, cada
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sequéncia adaptadora difere uma da outra sequadagptadora (por exemplo, por sequéncia). Em
algumas modalidades, pelo menos uma sequénciaaddapté pelo menos parcialmente ndo
complementar a pelo menos uma porcédo de pelo manasoutra sequéncia adaptadora (por
exemplo, ndo é complementar por pelo menos um oiidé).

[00128] Em algumas modalidades, uma sequéncia adaptadongare@ende pelo
menos um nucleotideo ndo padrdao. Em algumas madabkgd um nucleotideo ndo padrao é
selecionado de um sitio abéasico, um uracil, tettesfurano, 8-oxo-7,8-di-hidro-
2'deoxiadenosina (8-oxo-A), 8-ox0-7,8- di-hidrod2'soxiguananosina (8-oxo-G), desoxinossina,
5'nitroindol, 5-hidroximetil-2'-desoxicitidina, isatosina, 5'-metil-isocitosina ou isoguanosina,
um nucleotideo metilado, um RNA nucleotideo, umlentédeo ribose, um 8-oxo-guanina, um
ligante fotoclivavel, um nucleotideo biotiniladanunucleotideo de destiobiotina, um nucleotideo
modificado por tiol, um nucleotideo modificado pacridito um iso-dC, um iso dG, um
nucleotideo 2'-O-metil, um Acido Nucleico Bloqueade nucleotideo de inosina, um é&cido
nucleico de peptideo, um 5 metil dC, um 5-bromooxiesidina, um nucleotideo de 2,6-
Diaminopurina, 2-Aminopurina, um nucleotideo abdsiem nucleotideo de 5-Nitroindol, um
nucleotideo adenilado, um nucleotideo de azidanuateotideo de digoxigenina, um ligante |,
um nucleotideo modificado em 5' Hexinil, um 5-O¢iad dU, espacgador foto-clivavel, um
espacador ndo fotoclivavel, um nucleotideo modificaompativel com quimica de cliques e
qualquer combinacdo dos mesmos.

[00129] Em algumas modalidades, uma sequéncia adaptadopeende uma fracao
com uma propriedade magnética (isto €, uma fraggngtica). Em algumas modalidades, essa
propriedade magnética é paramagnética. Em algunualiades em que uma sequéncia
adaptadora compreende uma fragdo magnética (papéxeum material de acido nucleico ligado
a uma sequéncia adaptadora compreendendo uma finagietica), quando um campo magnético
é aplicado, uma sequéncia adaptadora compreendemalracdo magnética é substancialmente
separada das sequéncias adaptadoras que ndo coueonaena fracdo magnética (por exemplo,
um material de acido nucleico ligado a uma seqaémaptadora que ndo compreende uma fracao

magnética).
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[00130] Em algumas modalidades, pelo menos uma sequénciptaddra esta
localizada 5' para um SMI. Em algumas modalidagels, menos uma sequéncia adaptadora esta
localizada 3' para um SMI.

[00131] Em algumas modalidades, uma sequéncia adaptaddeaspo ligada a pelo
menos um dentre um SMI e um material de acido maclgor meio de um ou mais dominios
ligantes. Em algumas modalidades, um dominio leggpotle ser constituido por nucleotideos. Em
algumas modalidades, um dominio ligante pode inpkeio menos uma molécula nucleotidica ou
nao nucleotidica modificada (por exemplo, como diesem outra parte desta divulgacéo). Em
algumas modalidades, um dominio ligante pode seompreender uma alca.

[00132] Em algumas modalidades, uma sequéncia adaptadosananou em ambas
as extremidades de cada fita de um material de &cideico de fita dupla pode incluir ainda um
ou mais elementos que fornecem um SDE. Em algunuaklidades, uma SDE pode ser ou
compreender sitios primarios assimétricos compideadas sequéncias adaptadoras.

[00133] Em algumas modalidades, uma sequéncia adaptadoda per ou
compreender pelo menos um SDE e pelo menos um @ounligacdo (isto €, um dominio
alteravel a atividade de pelo menos uma ligasegye&mplo, um dominio adequado para a ligagao
a um material de acido nucleico através da atiediduma ligase). Em algumas modalidades, de
5'a 3', uma sequéncia adaptadora pode ser ou eentgar um sitio de ligacdo ao iniciador, um
SDE e um dominio de ligacao.

[00134] Varios métodos para sintetizar adaptadores de Se@meento Duplex foram
descritos anteriormente em, por exemplo, Patenfe ®752.188, Publicacdo Internacional de
Patente W02017/100441 e Pedido de Patente Intemadd?CT/US18/59908 (depositado em 8
de novembro de 2018), todos incorporados por ne¢e@é&qui na integra.

Iniciadores

[00135] Em algumas modalidades, um ou mais iniciadoresGR gue possuem pelo
menos uma das seguintes propriedades: 1) altaifesidade de alvo; 2) capaz de ser multiplexado;
e 3) exibir amplificacédo robusta e minimamente égwibsa sdo contemplados para uso em varias
modalidades, de acordo com aspectos da presentddgia. Varios estudos anteriores e produtos
comerciais projetaram misturas de iniciadores qeledem a alguns desses critérios para a PCR-
CE convencional. No entanto, observou-se que esgdaras de iniciadores nem sempre séo
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ideais para uso com MPS. De fato, o desenvolviméetonisturas de iniciadores altamente
multiplexados pode ser um processo desafiador em@em. Convenientemente, a lllumina e a
Promega desenvolveram recentemente misturas dadores compativeis com multiplex para a
plataforma lllumina, que mostram amplificacao rabweseficiente de uma variedade de loci STR
e SNP padrao e ndo padrao. Uma vez que estegik#tama PCR para amplificar as suas regides
alvo antes do sequenciamento, a extremidade Hadteleitura nos dados de sequenciamento na
extremidade pareada corresponde a extremidade sbinitmadores de PCR utilizados para
amplificar o DNA. Em algumas modalidades, os mé&odocomposi¢cdes fornecidos incluem
iniciadores projetados para garantir amplificacadoume, o que pode implicar concentragoes
variaveis de reacao, temperaturas de fusdo e nza@@d da estrutura secundaria e interacdes
intra/inter-iniciador. Muitas técnicas foram detasipara otimizacdo de iniciadores altamente
multiplexados para aplicacdes MPS. Em particukesasg técnicas sédo frequentemente conhecidas
como métodos de amplificagdo, bem como descrité&améca.

Amplificacao

[00136] Os métodos e composicdes fornecidos, em variaslidades, fazem uso de,
ou sdo uteis em, pelo menos uma etapa de ampliicagn que um material de acido nucleico (ou
uma por¢cdo do mesmo, por exemplo, uma regido as &beo especifico) € amplificado para
formar um material de acido nucleico amplificador(pxemplo, algum nimero de produtos de
amplicons).

[00137] Em algumas modalidades, a amplificacdo de um nahtdei acido nucleico
inclui uma etapa de amplificacdo do material del@ciucleico derivado de cada um de uma
primeira e uma segunda fita de acido nucleico dematerial original de &cido nucleico de fita
dupla usando pelo menos um oligonucleotideo de dimé&ca pelo menos parcialmente
complementar a uma sequéncia presente em uma @isexjuéncia adaptadora, de modo que
uma sequéncia SMI seja pelo menos parcialmenteigaatima etapa de amplificagéo inclui
ainda empregar um segundo oligonucleotideo déifitza para amplificar cada fita de interesse,
e esse segundo oligonucleotideo de fita Unica pexd@) pelo menos parcialmente complementar
a uma sequéncia de interesse alvo, ou (b) pelosmEroialmente complementar a uma sequéncia

presente em uma segunda sequéncia adaptadora dego®d pelo menos um oligonucleotideo
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de fita Gnica e um segundo oligonucleotideo dalfiiaa sejam orientados de maneira a amplificar
efetivamente o material de acido nucleico.

[00138] Em algumas modalidades, a amplificacdo do matedeiacido nucleico em
uma amostra pode incluir amplificar o material delé nucleico em "tubos" (por exemplo, tubos
de PCR), em goticulas de emulséo, microcamarags@saxemplos descritos acima ou em outros
recipientes conhecidos.

[00139] Em algumas modalidades, pelo menos uma etapa dgieaggo inclui pelo
menos um iniciador que € ou compreende pelo memosucleotideo ndo padrédo. Em algumas
modalidades, um nucleotideo ndo padrao é selemom@dim uracil, um nucleotideo metilado,
um nucleotideo de RNA, um nucleotideo ribose, urnad@guanina, um nucleotideo biotinilado,
um acido nucleico bloqueado, um &cido nucleicoideqm, uma variante de acido nucleico de alta
Tm, uma variante de acido nucleico discriminadorlééo, qualquer outra variante nucleotidica
ou de ligante descrita em outra parte deste dodaneequalquer combinacdo dos mesmos.

[00140] Embora qualquer reacdo de amplificacdo apropriaata pplicacdo seja
contemplada como compativel com algumas modalidad¢gulo de exemplo especifico, em
algumas modalidades, uma etapa de amplificacdog®yd®u compreender uma reacdo em cadeia
da polimerase (PCR), amplificacdo de circulo r@afRCA), amplificacdo de deslocamento
multiplo (MDA), amplificacdo isotérmica, amplificag de poldénio dentro de uma emulsao,
amplificacdo de ponte em uma superficie, a superdie uma esfera ou dentro de um hidrogel e
qualquer combinacdo das mesmas.

[00141] Em algumas modalidades, a amplificacdo de um naatdei cido nucleico
inclui utilizar oligonucleotideos de fita simplgselo menos parcialmente complementares as
regides das sequéncias adaptadoras nas extremitlade® de cada fita do material de acido
nucleico. Em algumas modalidades, a amplificacdmudenaterial de acido nucleico inclui utilizar
pelo menos um oligonucleotideo de fita simplesp peénos parcialmente complementar a uma
regido alvo ou uma sequéncia alvo de interesse gp@amplo, uma sequéncia gendémica, uma
sequéncia mitocondrial, uma sequéncia plasmidiaga, acido nucleico alvo produzido
sinteticamente, etc.) e um oligonucleotideo delfitea, pelo menos parcialmente complementar

a uma regido da sequéncia adaptadora (por exeoplsitio de iniciacéo).
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[00142] Em geral, a amplificagcéo robusta, por exemplo, plificacéo por PCR, pode
ser altamente dependente das condi¢oes da reacBG@RAmultiplex, por exemplo, pode ser
sensivel a composicédo do tampéo, concentracadide ngonovalente ou divalente, concentracéo
de detergente, concentracdo de agente de aglorme(pgé exemplo, PEG, glicerol, etc.),
concentracdo de iniciador, Tms do iniciador, degigniniciador, teor de GC do iniciador,
propriedades nucleotidicas modificadas por iniai@oondi¢cbes de ciclagenstp €,tempos de
temperatura e extensdo e taxa de alteracfes dermmma). A otimizacdo das condicdes de
tampao pode ser um processo dificil e demorado.almmas modalidades, uma reacdo de
amplificacédo pode usar pelo menos um de um tangedeentracdo do conjunto de iniciadores e
condicbes de PCR de acordo com um protocolo deifisapéio conhecido anteriormente. Em
algumas modalidades, um novo protocolo de ampgifiogpode ser criado e/ou uma otimizacéo
da reacdo de amplificacdo pode ser usada. A tideloexemplo especifico, em algumas
modalidades, um kit de otimiza¢cdo de PCR pode s&taj como um Kit de Otimizacdo de PCR
da Promegd% que contém varios tampdes pré-formulados queadmalmente otimizados para
uma variedade de aplicacdes de PCR, como ampbsaqultiplex, em tempo real, ricas em GC
e resistentes a inibidores. Esses tampdes pré-fadosipodem ser rapidamente suplementados
com diferentes concentracdes de?féginiciadores, bem como razées de grupo de iniodo
Além disso, em algumas modalidades, uma variedadmddicdes de ciclagem (por exemplo,
ciclagem térmica) pode ser avaliada e/ou usadaavadiar se uma modalidade especifica &
apropriada ou ndo para uma aplicacdo desejadaifispepodem ser avaliadas uma ou mais
especificidades, a razdo de cobertura de alelas lpar heterozigotos, equilibrio entre focos e
profundidade, entre outros aspectos. As medi¢cdesudesso da amplificagdo podem incluir
sequenciamento de DNA dos produtos, avaliacdo attupws por eletroforese em gel ou capilar
ou HPLC ou outros métodos de separacao por tamaaguoidos de visualizacdo de fragmentos,
andlise da curva de fusdo usando corantes de dighgc@cido nucleico de fita dupla ou sondas
fluorescentes, espectrometria de massa ou outrim&laséconhecidos na técnica.

[00143] De acordo com varias modalidades, qualquer um devamedade de fatores
pode influenciar o comprimento de uma etapa deifioggdo especifica (por exemplo, o nUmero
de ciclos em uma reacéo de PCR, etc.). Por exempi@lgumas modalidades, um material de
acido nucleico fornecido pode ser comprometido euodtro modo subideal (por exemplo,
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degradado e/ou contaminado). Nesse caso, uma dgapaplificacdo mais longa pode ser util
para garantir que um produto desejado seja angilificem um grau aceitavel. Em algumas
modalidades, uma etapa de amplificacdo pode forngoa média de 3 a 10 copias de PCR
sequenciadas de cada molécula de DNA inicial, eendr outras modalidades, apenas uma copia
de cada uma da primeiras fita e da segunda fienegjessaria. Sem desejar se apegar a uma teoria
especifica, é possivel que muitas ou poucas cdpiRER possam resultar em eficiéncia de ensaio
reduzida e, finalmente, profundidade reduzida. [Gemate, o numero de fragmentos de acido
nucleico (por exemplo, DNA) usados em uma reacangaificacao (por exemplo, PCR) € uma
variavel ajustavel priméria que pode ditar o naméeoleituras que compartilham a mesma
sequéncia SMl/cédigo de barras.

Material de acido nucleico

Tipos

[00144] De acordo com varias modalidades, qualquer um de vaniedade de
material de acido nucleico pode ser usado. Em agunodalidades, o material de acido nucleico
pode compreender pelo menos uma modificacdo enolinupleotideo dentro da espinha dorsal
canbnica de acucar-fosfato. Em algumas modalidaoesjaterial de acido nucleico pode
compreender pelo menos uma modificagdo dentro aleuer base no material de &cido nucleico.
Por exemplo, a titulo de exemplo nao limitativo, aigumas modalidades, o material de &cido
nucleico é ou compreende pelo menos um de DNAtaeldipla, DNA de fita Unica, RNA de fita
dupla, RNA de fita dupla, RNA de fita simples, @sdnucleicos de peptideo (PNASs), acidos
nucleicos bloqueados (LNAS).

Modificagbes

[00145] De acordo com varias modalidades, o material dkauicleico pode receber
uma ou mais modificagcbes antes, substancialmentaltaneamente ou subsequentemente a
qualqguer etapa especifica, dependendo da apligaeg@o a qual um método ou composicéo
fornecida especifica € usada.

[00146] Em algumas modalidades, uma modificacdo pode sepropreender reparo
de pelo menos uma por¢ao do material de acidoicaciEmbora qualquer maneira apropriada de

aplicacdo de reparo de &cido nucleico seja contefaplcomo compativel com algumas
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modalidades, certos métodos e composi¢ces exerapilfas sdo, portanto, descritos abaixo e nos
Exemplos.

[00147] A titulo de exemplo nao limitativo, em algumas nlmi#ales, enzimas de
reparo de DNA, como Uracil-DNA Glicosilase (UDG)prmmamidopirimidina DNA glicosilase
(FPG) e 8-oxoguanina DNA glicosilase (OGG1), podemutilizadas para corrigir danos ao DNA
(por exemplo, danos ao DNA vitro). Como discutido acima, essas enzimas de repaiNdg
por exemplo, sdo glicosilases que removem basaficddas do DNA. Por exemplo, o UDG
remove o uracil resultante da desaminacdo da m#o&ausada pela hidrolise espontanea da
citosina) e o FPG remove a 8-oxo-guanina (por ekxenadesao de DNA mais comum resultante
de espécies reativas de oxigénio). O FPG tambésupasvidade de liase que pode gerar folga
de 1 base em sitios abasicos. Tais sitios abadlani subsequentemente em amplificar por PCR,
por exemplo, porque a polimerase falha em copiarodelo. Consequentemente, 0 uso de tais
enzimas de reparo de danos ao DNA pode removeérafetnte o DNA danificado que nao possui
uma mutacao verdadeira, mas que pode ser detematmum erro apds a sequéncia e a analise
de sequéncia duplex.

[00148] Como discutido acima, em outras modalidades, asdside sequenciamento
geradas a partir das etapas de processamentodhscatjui podem ser filtradas ainda mais para
eliminar falsas mutacdes aparando as extremidameteduras mais propensas a artefatos. Por
exemplo, a fragmentacédo do DNA pode gerar porcédisadiinica nas extremidades terminais da
molécula de fita dupla. Essas porcdes de fita Upamem ser preenchidas (por exemplo, por
Klenow) durante o reparo final. Em alguns casopdisnerases cometem erros de cépia nessas
regibes reparadas finais, levando a geracdo dettmlals pseudoduplex”. Esses artefatos podem
parecer verdadeiras mutacfes uma vez sequendEs$®Es erros, como resultado de mecanismos
de reparo final, podem ser eliminados da analisespuenciamento aparando as extremidades
das leituras de sequenciamento para excluir quaisqwtagdes que possam ter ocorrido,
reduzindo assim o numero de falsas mutacfes. Bimalkgmodalidades, esse corte de leituras de
sequenciamento pode ser realizado automaticanparteXemplo, uma etapa normal do processo).
Em algumas modalidades, uma frequéncia mutante gperdavaliada para regifes terminais do

fragmento e se um nivel limiar de mutacdes for olagkd nas regides terminais do fragmento, o
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corte de leitura de sequenciamento pode ser rdaliaates de gerar uma leitura de sequéncia de
consenso de fita dupla dos fragmentos de DNA.

[00149] O alto grau de correcéo de erros fornecido pelaotegia de comparacao de
fitas de Sequenciamento Duplex reduz os errosgleeseiamento de moléculas de acido nucleico
de fita dupla em varias ordens de magnitude em amgpo com os métodos padrdo de
sequenciamento de préxima geracdo. Esta reducdo enos melhora a precisdo do
sequenciamento em quase todos os tipos de seggilémeia pode ser particularmente adequada
para sequéncias bioquimicamente desafiadoras quéesé conhecidas na técnica por serem
particularmente propensas a erros. Um exemplo inditalivo desse tipo de sequéncia sao os
homopolimeros ou outros microssatélites/repetiges tandem curto. Outro exemplo néo
limitativo de sequéncias propensas a erros que esefibiam da correcdo de erros de
Sequenciamento Duplex sdo moléculas danificadasgyemplo, por aquecimento, radiacéo,
estresse mecanico ou uma variedade de exposiciieEgs que criam adutos quimicos propensos
a erros durante a cépia por uma ou mais polimerasgsotidicas e também aquelas que criam
DNA de fita Unica nas extremidades das moléculascamo cortes e folgas. Em outras
modalidades, o Sequenciamento Duplex também padesselo para a deteccdo precisa de
variantes de sequéncia minoritaria entre uma pgog@alae moléculas de acido nucleico de fita
dupla. Um exemplo ndo limitativo desta aplicacda éeteccdo de um pequeno numero de
moléculas de DNA derivadas de um céancer, dentreawmero maior de moléculas ndo mutadas
de tecidos ndo cancerigenos dentro de um sujeitna @plicacdo nédo limitativa para a deteccao
de variantes raras pelo Sequenciamento Duplexeteaghio precoce de danos ao DNA resultantes
da exposicao a genotoxina. Uma outra aplicacadiméativa do Sequenciamento Duplex € para
a deteccdo de mutacbes geradas a partir de casoo®genotoxicos ou nao genotoxicos,
observando clones genéticos que estdo surgindaragacdes ativadoras. Uma aplicacdo ainda
ndo limitativa adicional para a deteccao precisaat@antes de sequéncias minoritarias é gerar
uma assinatura mutagénica associada a uma geretoxin

Identificacdo e avaliacdo da genotoxicidade

[00150] A presente tecnologia € direcionada a métodospsast, kits, etc. para avaliar

a genotoxicidade. Em particular, algumas modaligaaetecnologia sdo direcionadas a utilizagédo
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do Sequenciamento Duplex para avaliar um potegeiabtéxico de um composto (por exemplo,
um composto quimico) ou outro agente em uma faotédica. Por exemplo, varias modalidades
da presente tecnologia incluem a execucéo de ngtlEl8equenciamento Duplex que permitem
a medicao direta de mutacdes induzidas por agemigualquer contexto gendmico de qualquer
organismo, e sem necessidade de selecdo clonabsCexemplos da presente tecnologia sé&o
direcionados a métodos para detectar e avaliar @mgénese genbmica vivo usando o
Sequenciamento Duplex. Varios aspectos da presamtelogia tém muitas aplicacdes em testes
de seguranca de drogas pré-clinicas e clinicas, éoutras implicagcdes em todo o setor. Por
exemplo, a presente tecnologia inclui métodos datactar mutagcfes de frequéncia ultra baixa
que causam o aparecimento de doencas/disturbisglapois, em que as muta¢cées ocorrem como
resultado direto da exposicéao a pelo menos uma@ena (por exemplo, radiacdo, carcinégeno)
e/ou como resultado de fontes enddgenas, como ead3NA polimerase, radicais livres e
depurinacdo. A deteccdo pode ocorrer através tlwdesum sujeito apds uma exposicdo recente
a uma genotoxina (por exemplo, dias ap0s a expmsicésando o Sequenciamento Duplex para
identificar as mutacdes de frequéncia ultrabaixa. &emplos particulares, as mutacdes de
frequéncia ultrabaixa detectadas podem ser comgaanin mutacdes conhecidas por causar uma
doenca ou disturbio especifico, incluindo aquelagndas/distarbios que geralmente se
manifestam apds muitos anos apos a exposicao Xporpdo, cancer de pulmao 20 anos apoés a
exposicdo ao amianto). A presente tecnologia fesnassim, um método conveniente para
identificar a presenca de genotoxinas e vitimassag a elas, a fim de evitar exposicdes futuras
e fornecer tratamento médico precoce. A presegteokegia também pode ser usada em uma
variedade de métodos de triagem de alto rendimpata identificar produtos de consumo
inseguros, produtos farmacéuticos e outros subpredndustriais/comerciais/de fabricacdo que
compreendem genotoxinas para remové-los do memado meio ambiente.

[00151] Numa modalidade particular, efeitos genotoxicosnaalelecdes, quebras
e/ou rearranjos, podem levar ao cancer ou outnagadogssociada genotodxica a disturbio se o dano
nao levar imediatamente a morte celular. Por exenegano do acido nucleico pode ser suficiente
para o sujeito desenvolver uma doenca ou dist@associado genotoxico e/ou pode contribuir
para a ativacdo ou progressao de outro tipo decdoen disturbio ja existente em um sujeito
exposto. Regifes sensiveis a quebra, chamadas &ifigeis, podem resultar de agentes
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genotoxicos (por exemplo, produtos quimicos, coastipidas ou certas drogas quimioterapicas).
Alguns produtos quimicos tém a capacidade de inditis frageis nas regides do cromossomo
onde estdo presentes oncogenes, 0 que pode lestmitas carcinogénicos. Além disso, a
exposicao ocupacional a algumas misturas de pEEdiccompostos de fabricacdo ou outros
materiais perigosos esta positivamente correladimicam o aumento de danos genotoxicos nos
individuos expostos. A investigacdo do potencialggaotoxicidade, por exemplo, antes da
exposicao humana, é altamente desejavel para gquaguootoxina em potencial, como uma droga
potencial, cosmético, produto de consumo, prochdastrial/fabricacdo ou subproduto ou outro
composto quimico em desenvolvimento. Da mesma fomammodalidades em que a exposi¢ao
a uma genotoxina é suspeita, se as genotoxinasgouder identificadas, o sujeito pode receber
tratamentos terapéuticos direcionados e/ou a genatgode ser removida para impedir a
exposicao futura ao sujeito e a outros.

[00152] A capacidade de detectar efeitos genotdxicos dpatencial agente ou fator
genotdxico e quantificar um processo mutagénicermidlmente resultante de uma maneira que
seja viavel em tempo e custo e de importancia caaler médica. Em um exemplo particular, a
capacidade de detectar e quantificar processoggnitas de uma genotoxina em potencial pode
ser importante para avaliar o risco de cancer tifitar carcinégenos e prever o impacto da
exposicao em humanos. No entanto, as ferramentas &0 lentas, pesadas e/ou limitadas nas
informacdes fornecidas. Como descrito acima, ag4@s vivo e 0s sistemas de reporteres de
mamiferos, como o rato e o camundongo BigBls&o atualmente utilizados sob os regulamentos
da Food and Drug Administration (FDA) como uma meétrvalida de genotoxicidade para
determinar o potencial de compostos de causar GenDHNA.

[00153] A FIG. 2A é uma ilustracdo conceitual que mostra varias acoétgias para
avaliar a mutagénesevivode uma genotoxina potencial (por exemplo, um miaémutagénico).
Em cada um dos esquemas ilustrados na ZAGum sujeito de teste (por exemplo, camundongo
BigBlue®, um organismo modelo de camundongo, um organisoueln de rato, etc.) € exposto
a genotoxina em potencial (por exemplo, o compag#ite/fator sob investigacdo) usando uma
via de administracdo apropriada. Num esquema caivead mostrado no lado esquerdo da FIG.
2A, um bioensaio de carcinogenicidade de roedoriesmge prazo observa o animal de teste por
um longo periodo (por exemplo, 2 anos) para o dedeémento de lesdes neoplasicas durante ou
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apos a exposicdo a varias doses da substanciatde@s animais de teste podem ser doseados
por exposi¢cdes orais, dérmicas ou por inalacao, lwase no tipo esperado de exposi¢cdo humana,
por exemplo. No esquema convencional, a dosageainggnte dura cerca de dois anos; no entanto,
os parametros de dosagem (por exemplo, duracamsdada de administracéo, niveis de dosagem
ou outros parametros do regime de dosagem) podedefeidos de acordo com o protocolo de
teste desejado. Com referéncia a F2&, esquema a esquerda, certas caracteristicas de sal
animal sdo monitoradas ao longo do estudo, maal@mg&o principal reside na analise patologica
completa dos tecidos e 6rgdos dos animais emdgeatelo o estudo é finalizado.

[00154] Outro ensaian vivo mostrado no esquema do meio da R, utiliza um
roedor transgénico. Apos um regime de dosagem adecucurto prazo (por exemplo, na ordem
dos dias ou semanas), o animal de teste é saddfioa tecidos desejados sdo colhidos e 0 DNA
€ extraido. A partir do DNA extraido, os fragment@sgénicos séo isolados e os plasmideos
purificados resultantes s&o embalados em fagofeetalos com E. coli. E realizado um ensaio
de placa transgénica convencional e uma frequémgiante basica é calculada.

[00155] Ambos os esquemas descritos acima séo lentosexyminformacdes muito
limitadas com relacdo a genotoxicidade (por exempiatagénese) da genotoxina potencial
testada. A possibilidade de medir diretamente ndeggomaticas de uma maneira que nao seja
restringida pelo locus genémico, tecido ou organigmtraente, mas atualmente € impossivel com
0 sequenciamento de DNA padrédo devido a uma taxarde(~10°) bem acima da frequéncia
mutante de tecidos normais (<14 10°).

[00156] O sequenciamento massivamente paralelo oferece saibpuolade de
pesquisar exaustivamente o genoma de qualquensmgaguanto ao efeiia vivodas exposi¢cdes
mutagénicas; no entanto, conforme discutido, o®dodt convencionais sdo muito imprecisos
para detectar tais mutacfes, que podem ocorrememivel abaixo de um em um milh&o. Por
exemplo, a taxa de erro do sequenciamento de pady@racao (NGS) em aproximadamente 0,1%
cria um ruido de fundo que obscurece a deteccaeadantes raras e perfis ou assinaturas
moleculares exclusivas. Algumas fontes comuns s eras plataformas NGS incluem enzimas
PCR (que surgem durante a amplificacédo), leiturasejuenciador e danos ao DNA durante o

processamento (por exemplo, 8-oxo-guanina, citadisaminada, sitios abasicos e outros).
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[00157] De acordo com aspectos da presente tecnologiatapasedo método de
Sequenciamento Duplex podem gerar leituras de semumeento de DNA de alta preciséo que
podem fornecer ainda mais frequéncia mutante dgetallfpor exemplo, resolucdo de mutacdes
induzidas por genotoxina abaixo de um em um mith&rnecer dados de espectro de mutacao
para caracterizar objetivamente diferentes prosassiagénicos e inferir o mecanismo de agao).
Por exemplo, o esquema do lado direito mostradel@a2A inclui um método para detectar e
avaliar rapidamente a genotoxicidade de uma pakmgnotoxina (por exemplo, potencial
mutagénico) no mesmo sujeito de teste que os esgudantécnica anterior, além de fornecer
informacdes detalhadas sobre a frequéncia mutaspectro do(s) tipo(s) de mutacéo e dados de
contexto gendémico. Além disso, a andlise de Sedamento Duplex pode fornecer deteccao
sensivel de mutagénese em qualquer locus genéticualquer tecido de qualquer organismo.
Por exemplo, e como ilustrado nas FI@&.e 2B,0s esquemas do método de Sequenciamento
Duplex podem ser usados para avaliar a mutag@éme#eo de um composto de teste em células
(por exemplo, células humanas, células de roededdslas de mamiferos, células de né&o
mamiferos, etc.) cultivadas em cultura (FER) e para avaliar a mutagéndsevivo de um
composto de teste em um roedor do tipo selvagemefpEmplo, camundongo) (FIGC). Por
exemplo, em uma modalidade, a presente tecnologiaiietapas do método, incluindo a
exposicao de um organismo de teste (por exemplopador, células cultivadas em cultura) a um
composto de teste (por exemplo, genotoxina/mutagotencial) por uma via de administracéo
apropriada (por exemplo, por via oral), subcutatdgsca, aerossol, intramuscular, etc.). Em uma
modalidade, o organismo de teste pode ser expostoraposto de teste por um periodo curto (por
exemplo, uma dose Unica, alguns minutos, algumesshmenos de 24 horas, alguns dias, 2-6
dias, etc.) ou uma duracdo moderada (por exemplmsvdias, 3-12 dias, aproximadamente 1
semana, aproximadamente 2 semanas, aproximadarhemi&s, aproximadamente 2 meses,
aproximadamente 3-6 meses etc.) ou outra quantakatanpo adequada. Se 0 organismo de teste
for um animal (por exemplo, roedor), como ilustradoFIG.1A (esquema da direita) e FIGC,

o animal pode entdo ser sacrificado e/ou tecidesjdedos colhidos para extracdo de DNA. Por
exemplo, em certas modalidades, o animal de tésted rsacrificado e uma ou mais amostras de
sangue (por exemplo, no mesmo ou em diferentes mosapos a administragdo ou exposicao a

uma substancia de teste) podem ser coletadas dwlade teste para extracdo de DNA. Nas
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modalidades em gque o animal é sacrificado, um as t@aidos de interesse (por exemplo, figado,
medula 6ssea, pulmdo, baco, sangue, etc.) podemmokedos para extracdo de DNA. Se o
organismo de teste compreender células em culdlia (B), todas ou uma por¢cao das ceélulas
podera ser coletada para extracdo de DNA.

[00158] Apds a extracdo de DNA da amostra biologica coéetad colhida, uma
biblioteca de DNA (por exemplo, uma biblioteca dgusenciamento) pode ser preparada. Em uma
modalidade, uma abordagem para preparar uma leitdiole DNA (ou outra biblioteca de
sequenciamento de acido nucleico) pode comecaracorarcacao (por exemplo, marcacéo) de
material de acido nucleico de fita dupla fragmeatgubr exemplo, a partir da amostra de DNA)
com codigos de barras moleculares de maneira santellkomo descrito acima e em relagéo a
um protocolo de construcdo de biblioteca de Sedqaer@nto Duplex (por exemplo, como
ilustrado na FIG1A). Emalgumas modalidades, o material de acido nuclecfital dupla pode
ser fragmentado (por exemplo, como com DNA livreélalas, DNA danificado, etc.); no entanto,
em outras modalidades, varias etapas podem ircftaigmentacdo do material de acido nucleico
usandaisalhamento mecanico corsonicacao ou outros meétodos de corte de DNA (pemelo,
digestdo enzimatica, nebulizacado, etc.). Aspectosdrcacdo do material de acido nucleico de
fita dupla fragmentada podem incluir reparo finatauda de 3'-dA, se necessario em uma
aplicacdo especifica, seguido pela ligacdo dosrfeagos de &cido nucleico de fita dupla com
adaptadores adequados de Sequenciamento Dupleendonum SMI (por exemplo, como
ilustrado na FIG1A). Em outras modalidades, o SMI pode ser endoganor@a combinacéo de
sequéncia exdégena e endogena para relacionar igrohente informagcdes de ambas as fitas de
uma molécula de acido nucleico original.

[00159] Apos a ligacdo das moléculas adaptadoras ao materécido nucleico de
fita dupla, o método pode continuar com a amplifica(por exemplo, amplificacdo por PCR,
amplificacéo de circulo rolante, amplificacdo dsldeamento multiplo, amplificacao isotérmica,
amplificagdo em ponte, amplificagéo ligada a supiexfetc.) (FIG1B). Em certas modalidades,
os iniciadores especificos para, por exemplo, umaais sequéncias adaptadoras, podem ser
usados para amplificar cada fita do material ddcaoucleico, resultando em multiplas copias de
amplicons de &cido nucleico derivadas de cadad&tama molécula original de acido nucleico de
fita dupla, com cada amplicon mantendo o SMI odffitente associado (FI@B). Apés a
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amplificacédo e as etapas associadas para remoweibpsodutos da reacéo, a(s) regido(des) de
acido(s) nucleico(s) (por exemplo, regides de a@#se, loci etc.) pode ser opcionalmente
enriguecida usando a captura direcionada baseadabeitiacdo ou em outra modalidade, com
PCR multiplex usando iniciador(es) especifico(sapana sequéncia adaptadora e iniciador(es)
especifico(s) da(s) regiao(6es) de acido(s) nualgi@lvo de interesse (ndo mostrado).

[00160] Apés as etapas de preparacdo e amplificacdo detbiid de DNA, os
complexos de DNA-adaptador de fita dupla podemssguenciados com uma plataforma de
sequenciamento de DNA massivamente paralela aptdaprusando métodos de sequenciamento
padrdo (FIG.1B). ApG6s o sequenciamento das multiplas cépias olaepa fita, as multiplas
copias da segunda fita, os dados de sequenciapetton seanalisados usando uma abordagem
de Sequenciamento Duplex e conforme descrito agmi, que as leituras de sequéncias
compartilhando o mesmo SMI exdgeno (por exemplqué&ecia adaptadora) e/ou enddgeno
derivadas da primeira ou da segunda fita da maémigjinal de acido nucleico alvo de fita dupla
sdo agrupadas separadamente. Em algumas modalidadigituras de sequenciamento agrupadas
da primeira fita (por exemplo, "fita superior") sf&adas para formar uma sequéncia de consenso
da primeira fita (por exemplo, uma sequéncia deseoso de fita Unica (SSCS)) e as leituras de
sequenciamento agrupadas da segunda fita (por é&xgfiita inferior") é usada para formar uma
sequéncia de consenso da segunda fita (por exeBfeS). Voltando a FIAC, o primeiro e 0
segundo SSCSs podem entéo ser comparados paramaraequéncia de consenso duplex (DCS)
com nucleotideos que estao de acordo entre adithsa@or exemplo, variantes ou mutacdes séo
consideradas verdadeiras se aparecerem em lalrisgsjuenciamento derivadas de ambas as fitas)
(ver, por exemplo, FIGLC). Da mesma forma, na etapa de comparacgéo, adpssio DCS em
gue os nucleotideos néo estdo de acordo entreaasfiths também podem ser avaliadas como
sitios potenciais de dano ao DNA, como dano caugaldgoexposi¢cio a genotoxina.

[00161] Voltando as FIGS2A-2C, e de acordo com aspectos da presente tecnologia,
a andlise de Sequenciamento Duplex pode aindassetaupara quantificar com precisdo a
frequéncia de mutacdes induzidas no genoma. Pan@aecaspectos da presente tecnologia séo
direcionados a geracao de informacdes associad@naoxicidade capturadas nos dados da
sequéncia derivada, incluindo, por exemplo, espadtr mutacdes, assinaturas mutacionais de
trinucleotideos, informagdes sobre as consequéfuriamnais de certas mutacdes na proliferacédo
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e selecdo neoplasica, comparacdo com informacdociada a genotoxicidade derivada
empiricamente relacionada a genotoxinas conheqjpas exemplo, espectros de mutacéo,
assinaturas mutacionais de trinucleotideos) e $amiss.

[00162] A presente tecnologia compreende ainda um métadaiesectar pelo menos
uma mutacdo genOmica em um sujeito como resultadoexposicdo a uma genotoxina,
compreendendo as etapas de: 1) fornecer uma ardesira sujeito ap0s a exposi¢do a genotoxina,
em que a amostra compreende uma pluralidade decmedéde DNA de fita dupla; 2) ligar
moléculas adaptadoras assimétricas a moléculaddede fita dupla individuais para gerar uma
pluralidade de moléculas de DNA-adaptador; 3) pada molécula de DNA-adaptador: (i) gerar
um conjunto de copias de uma primeira fita origdwinolécula de DNA-adaptador e um conjunto
de copias de uma segunda fita original da molé®IIBNA-adaptador; (ii) sequenciar o conjunto
de copias da primeira e da segunda fitas origjpeia fornecer uma sequéncia da primeira fita e
uma sequéncia da segunda fita; e (iii) comparaqgaiéncia da primeira fita e a sequéncia da
segunda fita para identificar uma ou mais corredpnaias entre as sequéncias da primeira e da
segunda fitas; e 4) analisar as uma ou mais camegncias em cada uma das moléculas de DNA-
adaptador para determinar pelo menos uma de umzéfteia mutante e um espectro de mutacao
indicativo de uma genotoxina especifica, uma cldssgenotoxina e/ou um mecanismo de acao.
Em algumas modalidades, o espectro de mutacdo éspettro de mutacao tripleto. Em outras
modalidades, a andlise das uma ou mais correspcadé@m cada uma das moléculas de DNA-
adaptador para determinar um espectro de mutagidrcompreende ainda gerar uma assinatura
de mutacdo tripleto para a genotoxina especifica. dertas modalidades, determinar uma
frequéncia mutante compreende determinar uma fegué de um contexto de
tripleto/trinucleotideo da base que é mutada.

[00163] Em algumas modalidades, a assinatura de mutapéeidre/ou o espectro de
mutacdo sdo comparados com informacdes associggaotoxina derivada empiricamente para
determinar (por exemplo, com base em semelhangasi#éérencas) um tipo de genotoxina a qual
0 sujeito foi exposto (se nao for conhecido), o anexmo de acdo da genotoxina, uma
probabilidade de o sujeito desenvolver uma doenghstirbio associado a genotoxina e/ou outras
informacgBes associadas a genotoxina. Por exemplgadréo de espectro de trinucleotideo de
Sequenciamento Duplex resultante de uma exposmédloecida ou suspeita de genotoxina (por
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exemplo, a genotoxina de teste) em um sujeito pedecomparado a padrées de espectro de
trinucleotideo derivados empiricamente associad®gasicdo a outras genotoxinas conhecidas
(por exemplo, armazenadas em um banco de dado)eiEas modalidades, o padrao de espectro
de trinucleotideo de Sequenciamento Duplex podsutetancialmente semelhante a um ou mais
dos padrbes de espectro de trinucleotideo derivetip&ricamente, de modo que um profissional
possa ser informado sobre a identidade da genetaldrieste, o nivel de exposicdo ao teste de
genotoxina, o0 mecanismo de acdo da genotoxinastke ééc., com base na semelhanca com um
ou mais padrdes espectrais de trinucleotideosatbrs/empiricamente.

Frequéncia mutante

[00164] Em algumas modalidades, as etapas de analise der&mento Duplex
podem identificar uma frequéncia mutante assocedena genotoxina especifica sob varias
condicOes de exposicdo. Por exemplo, uma frequéngatante associada a exposicdo de uma
amostra bioldgica a uma genotoxina pode variar iigredo da variedade de fatores, incluindo,
mas néao limitado a, organismo/sujeito, idade deisyjtipo de genotoxinguantidade de tempo
ou nivel de exposicdo a uma genotoxitipo de tecido, grupo de tratamento, regido dwgea
(por exemplo, locus genémic@or tipo de mutacao, por tipo de substituicdo eqomtexto de
trinucleotideo, entre outrdatores. Em alguns exemplos, a frequéncia mutamedida como o
namero de mutacdes Unicas detectadas por par des lshgplex sequenciado. Em outras
modalidades,feequéncia mutante € a taxa de novas mutacfes e@migmgene ou organismo ao
longo do tempo.

Espectro de Mutacéo

[00165] Em varias modalidades, as leituras de sequénabiaderecisado (por exemplo,
corrigidas por erros) geradas usando o SequenciarDeiplex podem ser analisadas ainda mais
para gerar um espectro de mutacdo ou assinatumaipe genotoxina especifica ou genotoxina
em potencial. Numa modalidade, um espectro ou assan de mutacdo compreende as
combinacgdes caracteristicas de tipos de mutdeéarrentes de processos mutagénicos resultantes
de uma exposicdo a uma genotoxina. Tais combinadéesaracteristicas podem incluir
informacdes relacionadas ao tipo de muta¢pesexemplo, alteracées na sequéncia ou estrutura
do &cido nucleico). Por exemplo, um espectro deagdiat pode compreender uma informacéo
padrdo sobre o numero, localizagédo e contexto dagdes pontuais (por exemplo, mutacdes de
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base Unica), dele¢des nucleotidicas, rearranjesql&ncia, insercdes nucleotidicas e duplicacbes
da sequéncia de DNA na amostra. Em algumas modabkdam espectro de mutagéo pode incluir
informacdes relevantes para determinar um mecantgnacdo que resulta nos padrdes de
mutacdo determinados. Por exemplo, 0 espectro dacaipode ser capaz de determinar se 0s
processos mutagénicos forarausados diretamente por exposicoes exdgenas dgeraba
genotoxina ou indiretamente desencadeados pelasigfipoa genotoxina via perturbacdo da
infidelidade a replicagdo do DNA, vias de reparoDidA com defeito e edicdo enzimatica do
DNA, entre outros.Em algumas modalidades, o espectro de mutacdo gedgerado por
correspondéncia de padrbes computacionais (por mgenagrupamento hierarquico nao
supervisionado do espectro de mutacéo, fatoracawathez ndo negativa etc.).

Espectro/Assinatura de mutacao tripleto/Assinatura

[00166] Em uma modalidade, as leituras de sequéncia deraktésdo (por exemplo,
corrigidas por erros) geradas usando o SequenciarDeiplex podem ser analisadas ainda mais
para gerar um espectro de mutacao tripleto (tamdwmfum referido como espectro ou assinatura
trinucleotidica). Por exemplo, o espectro de mutagssociado a uma genotoxina e/ou a um
incidente de exposicdo a genotoxina pode ser adaliadicionalmente para detectar variacdes ou
mutacdes de nucleotideo Unico ou mutagdes em utextorde trinucleotideo ou trinucleotideo.
Sem estar limitado pela teoria, reconhece-se gey@sicdo a genotoxina ou outros processos
(por exemplo, envelhecimento) podem causar danosvess e/ou especificos aos acidos
nucleicos, dependendo do contexto trinucleotidpmr €xemplo, uma base nucleotidica e suas
bases adjacentes imediatas). Em algumas modalidadea genotoxina pode ter um
espectro/assinatura Unico, semiunico e/ou ideétitde outro modo tripleto. Por exemplo, um
espectro de trinucleotideos de uma primeira geinm@ode incluir predominantemente mutacdes
C-G—A"T e pode ainda ter uma maior predilecédo por sitios CpG. Esse espéettrinucleotideos
é semelhante as etiologias propostas, dirigidaxipdalmente pela exposicdo ao tabaco, onde
Benzop]pireno e outros hidrocarbonetos aromaticos pdigcs sdo mutagénicos conhecidos. Em
outro exemplo, o uretano é uma genotoxina que dgma ao DNA em um padrao periodico de
T-A—>A'T em um contexto de trinucleotideo 5'-NTG-3'. Por conseguinte, em algumas

modalidades, determinar um espectro de mutacdettripode ser vantajoso para identificar uma
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exposicao de genotoxina em um sujeito, determiganatoxicidade de uma potencial genotoxina
e identificar um mecanismo de agédo de um agentatougenotoxico entre outros beneficios.

Mecanismo de acao

[00167] Em algumas modalidades, as leituras de sequéncrltaleorecisdo (por
exemplo, corrigidas por erros) geradas usando aedetamento Duplex podem ser usadas para
inferir os processos bioquimicos que resultam tiegagdes detectadas no acido nucleico apés a
exposicao a uma genotoxina especifica. Por exeraplayjma modalidade, a frequéncia mutante
e 0 espectro de mutacao (incluindo o espectroingcteotideo) gerado usando um método de
Sequenciamento Duplex pode ser comparado a inf@esaderivadas empiricamente apriori
sobre os padrdes e propriedades bioquimicas adas@as tipos de mutacdes observados, como
bem como localizacdo genémica da mutacdo genéiidamo ao DNA causado pela exposicao a
genotoxina. Em modalidades em que a via bioquislma processos fisiopatoldgicos que seguem
a pré-mutacao genémica detectada, mutacdo ou dardeterminados, essas informacdes podem
ser usadas, em algumas modalidades, para infooher as opc¢des de tratamento (por exemplo,
terapéuticas ou profilaticas) para sujeitos expoatgenotoxina, ou em outras modalidades, essas
informacdes podem ser usadas para informar a iatié dos esforcos de comercializacao (por
exemplo, nova droga), esfor¢os de limpeza (por k@rde uma toxina ambiental ou subproduto
da fabricagdo) ou em outras modalidades, essasiafdes podem ser usadas para informar sobre
um composto testado, agente ou fator que pode IsFadD para eliminar e/ou reduzir a
genotoxicidade associada ao composto, agenteau fat

Fontes de material de &cido nucléico para avaliagaagyenotoxicidade

[00168] Como discutido acima, € contemplado que o mategidicido nucleico possa
vir de qualquer uma de uma variedade de fontes.eRemplo, em algumas modalidades, o
material de acido nucleico é fornecido a partirudea amostra de pelo menos um sujeito (por
exemplo, um sujeito humano ou animal) ou outraddmblégica. Em algumas modalidades, um
material de acido nucleico é fornecido a partirutiea amostra depositada/armazenada. Em
algumas modalidades, uma amostra € ou compreelosmpros um de sangue, soro, suor, saliva,
liquido cefalorraquidiano, muco, liquido de lavagetarina, um cotonete vaginal, um cotonete
nasal, um cotonete oral, uma raspagem de tecithe/ccauma impressao digital, urina, fezes,

humor vitreo, lavagem peritoneal, escarro, lavapedmquica, lavagem oral, lavagem pleural,
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lavagem géstrica, suco gastrico, bile, lavagem witiodpancreético, lavagem do ducto biliar,
lavagem comum do ducto biliar, liquido da vesiduilar, liquido sinovial e ferida infectada,
ferida ndo infectada, amostra arqueoldgica, amésteamse, amostra de agua, amostra de tecido,
amostra de alimento, amostra de biorreator, umatende planta, raspagem das unhas, sémen,
liguido prostético, lavagem das tubas uterinasacino nucleico livre de célula, um &cido nucleico
dentro de uma célula, uma amostra metagendmicalawagem de um corpo estranho implantado,
uma lavagem nasal, liquido intestinal, escovacdielg, lavagem epitelial, bidpsia de tecido,
uma amostra de autdpsia, uma amostra de necrapsia, amostra de oOrgao, uma ampla
identificagdo humana, uma amostra de &cido nucfeioduzida artificialmente, uma amostra de
gene sintético, uma amostra de armazenamento des dedacido nucleico, tecido tumoral e
qualquer combinacdo dos mesmos. Em outras modafidacha amostra € ou compreende pelo
menos um de um micro-organismo, um organismo basead plantas ou qualquer amostra
ambiental coletada (por exemplo, agua, solo, atqgawm, etc.). Em exemplos particulares
discutidos aqui, o material de acido nucleico padele uma fonte bioldgica que foi exposta a
uma genotoxina ou a uma potencial genotoxina. Eganal exemplos, a genotoxina € um
mutagénico e/ou um carcindbgeno. Em um exemplo,temahde acido nucleico é analisado para
determinar se a fonte bioldgica da qual o matetéabcido nucleico é derivado foi exposta a
genotoxina.

[00169] Quando comparado a outros ensaios de toxicidadéhecmos ou
convencionais, como o teste de Ames (por exemgdbe tde mutagénese em bactérias), teste in
vitro em cultura de células de mamiferos, ensaiooddores transgénicos, ensaio de Pig-a e o
bioensaio de dois anos in vivo, 0 SequenciamenpeRwferece multiplos avancos. Por exemplo,
muitos dos meétodos da técnica anterior sdo limgaaointerrogatorio de genes reporteres como
substitutos para obter informacdes informativaaaiehadas a genotoxicidade de um agente/fator
de teste (por exemplo, teste de Ames, culturaaretié mamiferos in vitro, ensaio de roedores
transgénicos in vivo) ou testes em fontes ndo hamgoor exemplo, teste de Ames, ensaio de
roedores transgénicos, ensaio de Pig-a, bioensaioid anos), podem exigir longos periodos de
tempo para serem preenchidos com muito pouca iafgiomfornecida (por exemplo, bioensaio de
dois anos em roedores de tipo selvagem) ou podemrmi#o caros (por exemplo, ensaio de
roedores transgénicos, bioensaio de dois anos)dftnaste com muitas das desvantagens dos
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ensaios e técnicas da técnica anterior para raatjeates/fatores de teste quanto a genotoxicidade,
0s ensaios de Sequenciamento Duplex podem ser menti implementaveis, econémicos,
adequados para triagem precoce e tardia de agdatiess de teste, utilizados para fornecer dados
de alta precisdo em curtos periodos de tempo ¢mn@o, menos de 2 semanas), podem ser
usados para rastrear amostras testadas in vitrovi@ad de qualquer organismo/fonte biolégica
(isto é, incluindo amostras humanas in vivo entrgas) ou qualquer tecido/6rgao, avalia varios
loci genéticos e pode usar um genoma natural cemarter de genotoxicidade e pode informar
sobre o mecanismo de acao de um determinado agémtele genotoxina.

Kits com reagentes

[00170] Os aspectos da presente tecnologia abrangem disdaaka a conducao de
varios aspectos dos métodos de SequenciamentoXDigiebém aqui referidos como um "kit
DS"). Em algumas modalidades, um kit pode compreerdrios reagentes, juntamente com
instrugbes para conduzir um ou mais dos meétodostapas do método divulgados aqui para
extracdo de &cido nucleico, preparacdo da bibkotée acidos nucleicos, amplificacdo (por
exemplo, via PCR) e sequenciamento. Em uma modialjaden kit pode incluir ainda um produto
de programa de computador (por exemplo, algoritnaificado para execu¢dao em um computador,
um cédigo de acesso a um servidor baseado em mawenexecutar um ou mais algoritmos, etc.)
para analisar dados de sequenciamento (por exedgulos brutos de sequenciamento, leituras de
sequenciamento, etc.) para determinar, por exempla frequéncia mutante, espectro de mutacao,
espectro de mutacéo tripleto, comparacdo com espeait mutacdo de genotoxinas conhecidas,
etc., associados a uma amostra e de acordo coet@spe presente tecnologia.

[00171] Em algumas modalidades, um kit DS pode compreene@gentes ou
combinacdes de reagentes adequados para exeautaraspectos da preparacdo de amostras (por
exemplo, extracdo de DNA, fragmentacédo de DNAparacao da biblioteca de acidos nucleicos,
amplificacéo e sequenciamento. Por exemplo, ud&ipode opcionalmente compreender um ou
mais reagentes de extragcdo de DNA (por exemplopdaes) colunas, etc.) e/ou reagentes de
extracdo de tecido. Opcionalmente, um kit DS pad@sacompreender um ou mais reagentes ou
ferramentas para fragmentar o DNA de fita duplaagor meios fisicos (por exemplo, tubos
para facilitar o corte ou sonicacdo acustica, wedde nebulizacdo etc.) ou meios enzimaticos

(por exemplo, enzimas para cisalhamento gendmieat@io ou semialeatério e enzimas de
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reacao apropriadas). Por exemplo, um kit pode inohagentes de fragmentacdo de DNA para
fragmentar enzimaticamente o DNA de fita dupla iqpetui uma ou mais enzimas para digestao

direcionada (por exemplo, endonucleases de restrag@donucleases CRISPR/Cas e guias de
RNA e/ou outras endonucleases), coquetéis Fragseeda fita dupla, enzimas DNase de fita

simples (por exemplo, nuclease de feijao mungdease S1) para renderizar fragmentos de DNA
predominantemente de fita dupla e/ou destruir D Aitd Unica e tampdes e solugbes apropriadas
para facilitar essas reacdes enzimaticas.

[00172] Em uma modalidade, um kit DS compreende iniciaderadaptadores para
preparar uma biblioteca de sequéncias de aciddsicos a partir de uma amostra que € adequada
para executar etapas do processo de Sequenciabgriex para gerar sequéncias corrigidas por
erros (por exemplo, alta precisdo) de molécula&ctios nucleicos de fita dupla na amostra. Por
exemplo, o kit pode compreender pelo menos um otmjude moléculas adaptadoras
compreendendo sequéncias de identificador de nlalémica (SMI) ou as ferramentas (por
exemplo, oligonucleotideos de fita Unica) parawgus cria-lo. Em algumas modalidades, o grupo
de moléculas adaptadoras compreendera um numerguaaiie de sequéncias SMI
substancialmente Unicas, de modo que uma pluraidadnoléculas de acido nucleico em uma
amostra possa ser substancialmente marcada exchesive apds a ligagdo das moléculas
adaptadoras, isoladamente ou em combinacao coctedsticas Unicas dos fragmentos aos quais
estdo ligados. Alguém experiente na técnica daagaocmolecular reconhecera que o que implica
um numero "adequado” de sequéncias SMI variar&doiais ordens de magnitude, dependendo
de varios fatores especificos (DNA de entrada, dpéragmentacdo de DNA, tamanho médio de
fragmentos, complexidade versus repetitividade &agjas sendo sequenciadas dentro de um
genoma etc.) Opcionalmente, as moléculas adaptanhataem ainda um ou mais sitios de ligacéo
ao iniciador de PCR, um ou mais sitios de ligagimigiador de sequenciamento, ou ambos. Em
outra modalidade, um kit DS n&o inclui moléculaamddoras que compreendem sequéncias ou
codigos de barras SMI, mas inclui moléculas adapésd convencionais (por exemplo,
adaptadores de sequenciamento em forma de Y,eet@jias etapas do método podem utilizar
SMis enddgenas para relacionar as leituras da seigugge moléculas. Em algumas modalidades,
as moléculas adaptadoras sdo adaptadoras de iAdes#op compreendem uma sequéncia de

indexacéao.
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[00173] Em uma modalidade, um kit DS compreende um conjdetanoléculas
adaptadoras, cada uma tendo uma regido ndo compbemeou algum outro elemento de
definicdo de fita (SDE), ou as ferramentas parauamo cria-lo (por exemplo, oligonucleotideos
de fita simples). Em outra modalidade, o kit corepte pelo menos um conjunto de moléculas
adaptadoras em que pelo menos um subconjunto désutas adaptadoras cada uma compreende
pelo menos um SMI e pelo menos um SDE, ou as femtas para crid-los. Recursos adicionais
para iniciadores e adaptadores para a preparacamadiblioteca de sequenciamento de acido
nucleico a partir de uma amostra que é adequada gacutar as etapas do processo de
Sequenciamento Duplex estdo descritos acima, bero dovulgados na Patente U.S. 9.752.188,
Publicacdo Internacional de Patente WO02017/10044Pedido de Patente Internacional
PCT/US18/59908 (depositado em 8 de novembro de) 2@ts incorporados por referéncia aqui
na integra.

[00174] Além disso, um kit pode incluir ainda materiaisgientificacdo de DNA,
como, por exemplo, corante de ligacdo de DNA, cormamle SYBR™ ou ouro SYBR ™
(disponivel na Thermo Fisher Scientific, WalthamAN\bu similar para uso com um fluorémetro
Qubit (por exemplo,, disponivel na Thermo Fishere®@dic, Waltham, MA) ou no corante
PicoGreen™ (por exemplo, disponivel na Thermo FiSogentific, Waltham, MA) para uso em
um espectrometro de fluorescéncia adequado. Orgagentes adequados para quantificacédo de
DNA em outras plataformas também s&o contempla@daras modalidades incluem kits que
compreendem um ou mais reagentes de selecdo deh@arda acido nucleico (por exemplo,
esferas magnéticas, géis, colunas de Imobilizag&eRivel em Fase Sélida (SPRI), colunas para
captura de DNA alvo usando hibridacdo isca/oraggagentes qPCR (por exemplo, para
determinacdo de namero de copias) e/ou reagentB€Repara goticulas digitais. Em algumas
modalidades, um kit pode opcionalmente incluir uma mais enzimas de preparacdo de
bibliotecas (ligase, polimerase(s), endonucleasé(ahscriptase reversa para, por exemplo,
interrogacdes de RNA), dNTPs, tampdes, reagenteaptara (por exemplo, esferas, superficies,
tubos revestidos, colunas, etc.), iniciadores dexacao, iniciadores de amplificacéo (iniciadores
de PCR) e iniciadores de sequenciamento. Em algomodalidades, um kit pode incluir reagentes

para avaliar tipos de danos ao DNA, como uma DNlkmsrase propensa a erros e/ou uma DNA
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polimerase de alta fidelidade. Aditivos e reageafdisionais sdo contemplados para reacdes de
PCR ou ligacdo em condi¢Bes especificas (por exergphoma/alvo alto em GC).

[00175] Em uma modalidade, os kits compreendem ainda résgetomo enzimas
de correcdo de erros de DNA que reparam erros aqaéseia de DNA que interferem nos
processos de reacdo em cadeia da polimerase (F@R)E reparacdo de mutacdes que levam a
doenca). A titulo de exemplo néo limitativo, asier@s compreendem um ou mais dos seguintes:
Uracil-DNA Glicosilase (UDG), FormamidopirimidinaNA glicosilase (FPG), 8-oxoguanina
DNA glicosilase (OGG1)), endonuclease apurinigarimidinica humana (APE 1), endonuclease
[Il (Endo 1), endonuclease IV (Endo 1V), endonease V (Endo V), endonuclease VIII (Endo
VIII), proteina de N-glicosilase/AP-liase NEIL 1NEIL1), T7 endonuclease | (T7 Endo 1), T4
pirimidina dimero glicosilase (T4 PDQ@)racil-DNA glicosilase monofuncional seletiva d&fi
anica humanghSMUG1),DNA glicosilase de alquiladenina huma(ieAAG), etc.; e pode ser
utilizadas para corrigir danos ao DNA (por exemplano aoDNAIn vitro). Algumas dessas
enzimas de reparo do DNA, por exemplo, séo gliase8 que removem bases danificadas do DNA.
Por exemplo, o UDG remove o uracil resultante dangnacao da citosina (causada pela hidrolise
espontanea da citosina) e o FPG remove a 8-oxargu§oor exemplo, a lesdo de DNA mais
comum resultante de espécies reativas de oxig&niBRG também possui atividade de liase que
pode gerar folga de 1 base em sitios abasicos.sitas abasico falham subsequentemente em
amplificar por PCR, por exemplo, porque a polimerfatha em copiar o modelo. Por conseguinte,
0 uso de tais enzimas de reparo de danos ao DN oeitros listados aqui e como conhecido na
técnica, pode remover efetivamente o DNA danificqde ndo possui uma mutacdo verdadeira,
mas que pode ser detectado como um erro apos @nsiaje a analise de sequéncia duplex.

[00176] Os kits podem ainda compreender controles aprapsjasbmo controles de
amplificacdo de DNA, controles de quantificacdo aédo nucleico (modelo), controles de
sequenciamento, moléculas de acido nucleico dextvdé uma fonte biologica exposta a uma
genotoxina/mutagénico conhecida (por exemplo, DXi#aédo de um animal de teste ou células
cultivadas em cultura que foram expostas a genwdxe/ou moléculas de acido nucleico
derivadas de uma fonte biologica que nédo foi expastima genotoxina/mutagénico. Em outra
modalidade, os reagentes de controle podem inéhkido nucleico que foi intencionalmente
danificado e/ou &cido nucleico que néo foi danifc@au exposto a qualquer agente prejudicial.
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Em modalidades adicionais, um kit também pode ingla ou mais agentes genotdxicos e/ou ndo
genotoxicos (por exemplo, compostos) a serem loistidos em um experimento controlado de
genotoxicidade e, opcionalmente, incluem protocpks distribuir esses agentes a um sujeito,
tecido, célula, etc. Por conseguinte, um kit podéuir reagentes adequados (compostos de teste,
acido nucleico, biblioteca de sequenciamento ddralen etc.) para fornecer controles que
produziriam resultados de sequenciamento duplex ¢@emplo, um espectro/assinatura de
mutacdo esperado) que determinariam a autenticdiageotocolo para uma substancia de teste
(por exemplo, composto de teste, potencial aganfator genotéxico, etc.). Em uma modalidade,
o kit compreende recipientes para o transporterdestras do sujeito, como amostras de sangue,
para analise para detectar mutacdes em uma ardositgeito, o padréo e o tipo indicando assim
a quais genotoxinas o sujeito foi exposto. Em onnoalalidade, um kit pode incluir padrdes de
controle de contaminacgdao por acidos nucleicosépemplo, sondas de captura de hibridacdo com
afinidade com regiées gendmicas em um organismecéauiéerente do organismo de teste ou
sujeito).

[00177] O kit pode ainda compreender um ou mais outrospiesties que
compreendem materiais desejaveis do ponto de costeercial e do usuario, incluindo tampdes
de PCR e sequenciamento, diluentes, ferramen@ad@deao de amostras de sujeitos (por exemplo,
seringas, cotonetes, etc.) e bulas com instrugdesal Além disso, um rétulo pode ser fornecido
no recipiente com instru¢cdes de uso, como as tesacima; e/ou as instru¢cdes e/ou outras
informacdes também podem ser incluidas em umadguaéacompanha o kit; e/ou através de um
endereco de site fornecido nele. O kit também podgreender ferramentas de laboratorio, como,
por exemplo, tubos de amostra, vedadores de plmadores de tubos de microcentrifuga, rétulos,
separador magnético de particulas, insercfes denasgompressas de gelo, compressas de gelo
seco, isolamento, etc.

[00178] Os kits podem ainda compreender um produto de @nogide computador
instalavel em um dispositivo de computacao elet@or exemplo, laptop/desktop, tablet etc.)
ou acessivel via rede (por exemplo, servidor remeim que o dispositivo de computacdo ou
servidor remoto compreende um ou mais processadonéigurados para executar instrucdes para
executar operacdes que compreendem as etapas ldee algd Sequenciamento Duplex. Por
exemplo, os processadores podem ser configuradg@gpacutar instrugdes para o processamento
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de leituras de sequenciamento brutas ou nédo amkaigsara gerar dados de Sequenciamento
Duplex. Em modalidades adicionais, o produto dgrama de computador pode incluir um banco
de dados que compreende registros de sujeitos osti@® (por exemplo, informagdes sobre um
sujeito em particular ou amostra ou grupos de aa)seé informacdes derivadas empiricamente
sobre genotoxinas conhecidas). O produto do pragcetomputador é incorporado em um meio
legivel por computador nédo transitorio que, quamderutado em um computador, executa etapas
dos métodos divulgados neste documento (por exemgid-IGS.19 e 20).

Os kits podem ainda incluir instrucdes e/ou codgmthas de acesso e semelhantes para
acessar servidores remotos (incluindo servidoresdmios em nuvem) para carregar e baixar dados
(por exemplo, sequenciamento de dados, relatdridsys dados) ou software para ser instalado
em um dispositivo local. Todo o trabalho computaalgode residir no servidor remoto e ser
acessado por um usuario/kit via conexao a Inteetet,

Triagem de Genotoxina de Alto Rendimento

[00179] A presente tecnologia compreende ainda esquemasiagem de alto
rendimento para avaliar a genotoxicidade de agemiefatores suspeitos (por exemplo, um
composto, quimico, agente farmacéutico, produtsutyproduto industrial, substancia alimentar,
fator ambiental, etc.). Numa modalidade, um agttte/ com um efeito de genotoxicidade
desconhecido pode ser rastreado para determimaagente/fator de teste compreende um efeito
genotoxico. Em algumas modalidades, agentes/fajmydem ser rastreados com o desejo de
eliminar o uso de agentes/fatores que tém um gfeitotdxico ou excedem um efeito genotoxico
limiar. Por exemplo, um agente/fator que é mutatigmde uma maneira que pode potencialmente
causar uma doencga ou disturbio associado a genmtade pode ser identificado de modo que o
agente/fator possa ser adequadamente controladonado, descartado, armazenado etc. Em
algumas modalidades, agentes/fatores que sao e podem ser identificados usando
esquemas de triagem de alto rendimento, conforrseritte aqui. Em outra modalidade, um
agente/fator com um efeito de genotoxicidade ddssrido pode ser rastreado com a intencao de
descobrir um agente/fator que tenha um efeito gerumt desejado e, em particular, um efeito
genotoxico desejado em uma fonte biologica alvo eRemplo, amostras biologicas derivadas de
um paciente com uma doenca ou disturbio (por ex@ng@ncer) podem ser usadas em um
esquema de triagem de alto rendimento para testdnsvagentes/fatores quanto ao efeito
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genotdxico desejado, que pode resultar em pert@iobag destruicdo da célula (por exemplo,
células cancerigenas). Essa triagem pode seradalpara a descoberta de novas drogas/terapias
e/ou terapias direcionadas para uso em medicisapaizada.

[00180] Em algumas modalidades, a triagem de alto rendorsntefere a triagem de
uma pluralidade de amostras simultaneamente efouetigiéncia de tempo. Em um exemplo,
testar um agente ou fator de genotoxicidade comgeeexpor (por exemplo, tratar, administrar,
aplicar etc.) um sujeito (por exemplo, uma fonteldgica) a um agente ou fator de teste. Por
conseguinte, para esquemas de triagem de altag@itoduma matriz de fontes/amostras biologicas
pode ser tratada simultaneamente com 0 mesmo #dgemtele teste ou em outras modalidades,
com varios agentes/fatores de teste. Em um exepgticular, uma pluralidade de amostras
bioldgicas (por exemplo, células humanas ou de@swairganismos cultivadas em cultura, amostras
de tecidos, sangue ou outras amostras de fluidpsi@is, células de animais transgénicos, células
humanas cultivadas em xenoenxertos, organoideadalernpes vivos, células alimentadoras, etc.)
pode ser exposto a um agente/fator de teste sgimtaante simultaneamente e sob condi¢des
consistentes. A triagem de alto rendimento tambeéde [ger usada por 6rgaos em chips, como o
uso de um chip de 10 érgdos com amostras de sangieeido do mesmo sujeito extraido dos
seguintes orgdos e tecidos: endocrino; pele; Etgpulmao; cérebro; coracdo; medula 6ssea;
figado; rim; e pancreas. Os métodos de uso de @ aochips para triagem de alto rendimento
séo bem conhecidos na técnica (por exemplo, Chain[&]). Em outras modalidades, linhagens
de células geneticamente modificadas (por exerppksuindo vias de reparo de DNA deficientes
ou prejudicadas para tornar essas células maisveenaos efeitos de danos mutagénicos ou
genotoxicos) podem ser incorporadas a um esqueltneagem de alto rendimento.

[00181] Em algumas modalidades, a pluralidade de amositoé&izas pode ser a
mesma ou substancialmente semelhante (por exelmplagens celulares idénticas cultivadas em
cultura, amostras de tecido do mesmo sujeito e/eammu tipo de tecido, etc.). Em outras
modalidades, uma ou mais dentre a pluralidade dstaas bioldgicas podem ser diferentes. Por
exemplo, um agente/fator de teste pode ser tesjaaato a um efeito genotoxico em diferentes
tipos de tecido/célula do mesmo organismo, um asgam diferente ou uma combinacéo dos
mesmos. Em um exemplo particular, um agente ou fgootoxico suspeito (por exemplo, um

composto, uma droga farmacéutica, etc.) pode se&xde simultaneamente em amostras de tecido
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de varios 6rgaos do mesmo sujeito (por exemplahimde 10 érgéos). Em algumas modalidades,
a triagem de alto rendimento pode abranger o téstanultiplos agentes/fatores de teste
simultaneamente. Por conseguinte, é contempladoagieeamostra testada pode ter propriedades
diferentes que podem intencionalmente variar oujpéoexemplo, por tipo de célula, por tipo de
tecido, por sujeito do qual uma célula ou tecigxtgaido, por espécie, etc.) e/ou ser submetida a
diferentes regimes de teste que podem variar ded@omom o projeto (por exemplo, por
agente/fator de teste, nivel de dose, tempo desegmetc.), de modo que um esquema de triagem
de alto rendimento possa ser usado para rastreaeficiéncia varias amostras de uma maneira
que fornece qualquer informacao desejada.

[00182] Depois que as amostras bioldgicas sdo expostasie/oegime de exposicao
desejado é concluido, as células/tecido das amsgxitkem ser colhidas e o DNA pode ser extraido
com a finalidade de usar o Sequenciamento Duplexawaliar o impacto genotoxico/mutagénico
do agente/fator de teste no DNA derivado de cadstien Em algumas modalidades, o DNA sem
células (como liberado em meios de cultura) podedetado das amostras biolégicas para analise
de Sequenciamento Duplex. Outras modalidades cpiddas pela presente tecnologia incluem
processamento de alta produtividade de amostr&Ndepara gerar dados de Sequenciamento
Duplex para avaliar danos ao DNA, mutagenicidadearginogenicidade de uma genotoxina
conhecida ou suspeita.

[00183] Os processos de triagem de alto rendimento aqucrittess podem
compreender automacao, como por meio do uso déicalpara realizar um ou mais tratamentos
experimentais de amostras biologicas, extracdo MA, Rtapas de preparacdo de bibliotecas,
etapas de amplificacéo (por exemplo, PCR) e/owastdp sequenciamento de DNA (por exempilo,
usando varias técnicas e dispositivos para secqamraito massivamente paralelo). O uso de
triagem de alto rendimento permite que uma pluadikdde amostras (isto é, diferentes tipos de
células do mesmo sujeito ou 0s mesmos tipos déaséle diferentes sujeitos) sejam testadas em
paralelo, para que um grande niumero de amosti@asag@flamente rastreado quanto a mutacdes
associadas a genotoxicos e/ou dano ao DNA.

[00184] Em uma modalidade, microplacas, cada uma das goasiste em uma
matriz de pocos, cada po¢o compreendendo uma aneéty movidos através do sistema por
manipulagdo robdtica. Em um exemplo, 0s pocos maeptacas podem ser preenchidos por meio
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de sistemas automatizados de manuseio de liquidessares podem ser usados para avaliar as
amostras na microplaca, por exemplo, frequentenagrids um periodo de incubacado. O software
de automacao de laboratério pode ser usado patn@lewriodo ou parte do processo de triagem,
garantindo assim a precisdo no processo e a ridjdetile entre oS processos.

Genotoxinas ambientais/exégenas

[00185] Os aspectos da presente tecnologia compreendem ahacae da
genotoxicidade de agentes/fatores ambientais/ex&genomo o uso de qualquer um dos métodos
de triagem de Sequenciamento Duptexivoouin vitro descritos acima. Aspectos adicionais da
presente tecnologia compreendem avaliar se sumig@mismos foram expostos a uma
genotoxina em uma area ambiental. Por exemplo, temsobiolégicas (por exemplo, tecido,
sangue) podem ser coletadas de organismos vivogxpastos a uma area suspeita de
contaminagcdo para, por exemplo, determinar se urea asta contaminada. Em outras
modalidades, amostras biol6gicas podem ser coketddaorganismos presentes em uma area
maior e avaliadas como um processo de triagem igardificar uma localizacdo geografica
especifica de uma fonte de contaminacédo por gematqpor exemplo, subproduto industrial
vazadol/liberado no sistema de agua). Varios métadodorme descrito aqui, podem ser usados
para analisar amostras bioldgicas (por exemplaujitos) expostos a uma area ambiental que
esta sob investigagdo quanto a presenca de umagi@gnotoxina. Em outra modalidade, varios
métodos, conforme descrito aqui, podem ser usaalasgmalisar amostras biologicas colhidas de
sujeitos suspeitos de serem expostos a uma genatognhecida em uma area ambiental (por
exemplo, uma area geografica, uma area de estaamimiente ocupacional etc.). De acordo com
aspectos da presente tecnologia, as amostrasioedd@pdem ser obtidas de multiplos organismos
(por exemplo, vida marinha, mamifero, alimentadofiltto, organismo sentinela, etc.) ou de uma
espécie especifica (por exemplo, amostras humanas).

[00186] As genotoxinas ambientais detectaveis compreendeta a exposi¢cdo a um
Ou mais agentes mutagénicos, tais como, mas néadws a irradiacdo gama, raios-X; irradiacéo
UV; micro-ondas; emissdes eletronicas; gas venermasticulas de ar venenosas (por exemplo,
inalacdo de amianto); e compostos quimicos e/aos|agps, corregos, aguas subterraneas, etc.

contaminados por patégenos. Fontes adicionais det@énas exdgenas podem incluir, por
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exemplo, substancias alimentares, cosméticos, ilibsnslomésticos, produtos relacionados a
cuidados de saude, produtos e ferramentas de eogiahtros consumiveis fabricados.

[00187] Os resultados do Sequenciamento Duplex podem a@edatilizados em
conjunto com outros metodos para identificar agorea de contaminantes causadores de doencas,
como um estudo epidemioldgico que identifique phima localizacdo de um aglomerado de
cancer. Em algumas modalidades, os métodos aquigdidos podem ser utilizados para
identificar as genotoxinas especificas que afetaramembros do agrupamento. A partir desses
dados, a fonte da genotoxina pode ser determieml@ontrario dos meios convencionais de
investigacdo que tradicionalmente usavam informacoerelativas para vincular uma doencga ou
condicdo médica de um sujeito a um evento causalefgemplo, exposicdo a um mutagénico ou
carcinbgeno ambiental ou outro exdgeno), o Seqgasm®ito Duplex fornece dados reproduziveis
e de alta precisdo, como espectro de mutacdo enmmewade acao, cujos resultados podem ser
usados para determinar empiricamente o(s) everdaspdor(es), por exemplo, exposi¢cao a um
mutagénico ou carcinégeno especifico.

Genotoxinas endégenas

[00188] Aspectos da presente tecnologia compreendem agaalda genotoxicidade
de agentes/fatores enddgenos (por exemplo, umaox@me enddégena ou processo genotdxico),
como o uso de qualquer um dos métodos de triagedegigenciamento Dupléx vivo ouin vitro
descritos acima. Consequentemente, aspectos denfeagcnologia compreendem avaliar se
sujeitos/organismos experimentaram uma genotoxidagena ou um processo genotoxico que
causou danos ao DNA. Por exemplo, amostras bi@édior exemplo, tecido, sangue) podem
ser coletadas de um sujeito (por exemplo, um pi@ara, por exemplo, determinar se o sujeito
tem uma doenca ou disturbio associado a genotoxirtdrre o risco de desenvolver essa doenca
ou disturbio.

[00189] Fatores enddgenos podem compreender, por meio dmpéos nao
limitativos: incidentes biol6gicos que causam aiporacgédo incorreta de nucleotideos, como erros
de DNA polimerase, radicais livres e depurinacds fatores endoégenos podem ainda
compreender o aparecimento de condi¢des biolégecassto ou longo prazo, que contribuem
diretamente para a mutacao polinucleotidica assaeaoencas ou distarbios, como, por exemplo,
estresse, inflamacéo, ativagdo de um virus endogeenca autoimune; exposi¢cdes ambientais;
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escolhas alimentares (por exemplo, alimentos elbsltiancerigenas); fumo; composi¢cao genética
natural; envelhecimento; neurodegeneracdo; e gssindiante. Por exemplo, se um sujeito é
exposto a longo prazo a altos niveis de estrelesppde ser testado por Sequenciamento Duplex
para qualquer mutacdo correlacionada com cancessciados ao estresse (por exemplo,
leucemia, cancer de mama, etc.).

[00190] Os fatores enddgenos também podem representarnaulcagregado de
mutacfes e outros eventos genotdxicos nos tecidasrdindividuo humano que refletem os
efeitos integrais das exposi¢coes do individuo eepodao ser capazes de ser quantificados com
precisao ou controlados experimentalmente.

Métodos para determinar 0s niveis sequros de fretpéiutante

[00191] Um nivel ou quantidade de dano ao DNA resultantenda exposicdo a uma
genotoxina pode variar dependendo de varios fatorelsindo, por exemplo, a eficacia de uma
genotoxina em causar dano ao DNA (direta ou inalmente), dose ou quantidade de exposicéo,
rota ou maneira de exposi¢ao (por exemplo, ingestalacao, absorcao transdérmica, intravenosa,
etc.), duracao (por exemplo, ao longo do temp@xmsicao, efeitos sinérgicos ou antagbnicos
de outros agentes ou fatores aos quais 0 sujadoegposto, além de varias caracteristicas do
sujeito (por exemplo, nivel de saude, idade, se’mposicdo genética, eventos anteriores de
exposicao a genotoxina, etc.). Como discutido acéanexposi¢cdo a uma genotoxina pode resultar
em danos ao acido polinuclear que podem ser awaligpor exemplo, pelos métodos de
Sequenciamento Duplex, conforme descrito aqui, p@tarminar um espectro ou assinatura
mutagénica Unica, semiunica e/ou de outra formatifisivel associada a esse que pode
compreender um padrédo de mutacéo (por exemplodémoutacao, frequéncia mutante, mutagdes
identificAveis em um contexto trinucleotidico) si#ntemente semelhante a um padrdo de
mutacdo associado a doenca conhecida (por exeampdomutacéo gendmica distinta para cancer
de mama). Varios aspectos da presente tecnologidisgcionados a métodos para determinar
e/ou quantificar os niveis de frequéncia mutante gudem ser considerados seguros
compreendem ainda um método para detectar umaéfiegumutante de limiar seguro para uma
genotoxina. Quando a frequéncia mutante dentrorastaa esta acima de um nivel seguro, iSso
indica que o sujeito corre um risco significativart@emaior de desenvolver a doencga ao longo do
tempo.
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[00192] A presente tecnologia compreende ainda um métoda gatectar e
quantificar mutagfes gendmicas desenvolvidagvo em um sujeito apds a exposicao do sujeito
a um mutagénico, compreendendo: (1) sequenciardaptex de uma ou mais moléculas de DNA
de fita dupla alvo extraidas de um sujeito expastion mutagénico; (2) gerar uma sequéncia de
consenso corrigida por erro para as moléculas da B&fita dupla alvo; e (3) identificar um
espectro de mutacdo para as moléculas de DNA aeldipla direcionadas; (4) calcular uma
frequéncia mutante para as moléculas de DNA dediifgla alvo, calculando o numero de
mutacdes Unicas por par de bases duplex sequesiciadauma modalidade da etapa (3), o
espectro de mutacdo € o perfil Gnico de uma amagteacompreende uma "assinatura de
trinucleotideo”.

[00193] Em uma modalidade, as etapas (1) e (2) sdo reatizaat: a) ligar a molécula
de acido nucleico alvo de fita dupla a pelo menos umolécula adaptadora, para formar um
complexo de acido nucleico alvo-adaptador, em gele menos uma molécula adaptadora
compreende: i. uma sequéncia degenerada ou sem@tada de identificador de molécula Unica
(SMI) que sozinha ou em combinacdo com os pontosdiamento de acido nucleico alvo marca
exclusivamente a molécula de acido nucleico alvbtdelupla; e ii. uma sequéncia nucleotidica
gue marca cada fita do complexo de acido nucldimo-adaptador, de modo que cada fita do
complexo de acido nucleico alvo-adaptador tenha sswuéncia nucleotidica distintamente
identificavel em relacdo a sua fita complementamrbplificar cada fita do complexo de acido
nucleico alvo-adaptador para produzir uma plurdiédae amplicons do complexo de acido
nucleico alvo da primeira fita e uma pluralidadead®licons do complexo de acido nucleico alvo-
adaptador da segunda fita e; ¢) sequenciar os @nplido complexo de acido nucleico alvo-
adaptador para produzir uma pluralidade de leitwtassequéncia da primeira fita e uma
pluralidade de leituras de sequéncia da segunataefitl) comparar pelo menos uma leitura de
sequéncia a partir da pluralidade de leituras deé&weia da primeira fita com pelo menos uma
leitura de sequéncia a partir da pluralidade derks de sequéncia da segunda fita e gerar uma
leitura corrigida por erro da sequéncia da moléad#aacido nucleico alvo de fita dupla
descontando as posi¢cdes nucleotidicas que naordancqver Patente U.S. 9752188 B2 e WO
2017/100441).
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Métodos para determinar niveis limiares sequrasudatidade de genotoxina

[00194] A presente tecnologia compreende ainda métodosimg#aisin vitro ein
vivo para determinar niveis seguros (quantidades deentnracdo em peso ou volume ou massa
ou unidade*integrais de tempo etc.) de exposic@oimosujeito a uma genotoxina especifica; e/ou
se um composto ou outro agente (por exemplo, oddasdio do dispositivo sem fio etc.) é
genotdxico em qualquer nivel de exposi¢cdo. Essarmdetacdo pode depender primeiro da
determinacao do nivel de frequéncia mutante dafiseguro. Em uma modalidade, a amostra de
um sujeito de controle é testada quanto a genasexiou a falta dela) e comparada com o perfil
de genotoxina das amostras de sujeitos expostosXpmplo, uma pluralidade de camundongos;
ou uma pluralidade de células do mesmo sujeitocamunto dos quais sao as células de controle
etc.). Os individuos expostos recebem quantidaglexposicdo designadas e predeterminadas de
suspeita de genotoxina para determinar o nivehlimié exposicdo segura antes que ocorra uma
mutacao induzida por genotoxina detectada queibaatdiretamente para o inicio da doenca.

[00195] Em outra modalidade, os sujeitos do teste (por plemanimais de
laboratorio, célulam vitro, etc.) sdo expostos a diferentes doses por ditsrg@eriodos de tempo
e a partir dos quais é determinado o nivel de ateiro da exposi¢cdo a genotoxina: 1) a qual
dose de exposi¢cdo ndo sdo observadas mutacOesighditidicas: e/ou 2) a qual dose de
exposicdo sdo detectadas mutacdes polinucleotiditas onde o nivel equivalente a dose ndo
causa cancer em sujeitos e usando o nivel de negt@g@ontrado para inferir o mesmo de outros
compostos; e/ou 3) determinar uma curva de respadbge de genotoxina e andlise de regresséo
de mutacdes induzidas para extrapolar uma curgarlide resposta a baixa dose; e/ou 4) qual é a
raz&o de risco para um dado resultado de sauderenpopulacdo em questdo que estd associada
a uma frequéncia/assinatura de genotoxina detectada

[00196] Os niveis limiares de exposicdo segura podem aadaeterminados por
espécies - por exemplo, humanos, cdes/gatos, saetoOs limiares seguros podem ainda ser
determinados por vias de exposi¢cdo a genotoxina.eRemplo, experimentos usando varias
guantidades de genotoxinas podem ser testados £ométodos de Sequenciamento Duplex aqui
divulgados para determinar a quantidade (pesom@letc.) e/ou frequéncia pelo consumo oral,
topico ou em aerossol que resultaria em uma mutac&spectro tripleto associado a um

desenvolvimento especifico da doenca.
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[00197] E/ou os métodos experimentais de Sequenciamenti@dpulgados neste
documento podem ser usados para determinar a dadatiimiar de exposicdo genotdxica com
base no tempo e/ou temperatura. Por exemplo, acglospela pele de um chuveiro ou banho em
agua contendo uma genotoxina com base na durac@Exmisicdo, temperatura da agua e
concentracdo da genotoxina na &gua, pode ser ymadacalcular a quantidade (dose) de
genotoxina absorvida pela pele.

[00198] Os resultados do Sequenciamento Duplex corrigidogipos, identificando
0s niveis de limiares seguros de genotoxina, paggraombinados com outros dados de limiares
de segurancga (por exemplo, niveis existentes da EBRA, niveis da Agéncia de Registro de
Doencas ToOxicas de Substancias, diretrizes do &ragMacional de Toxicologia dos EUA,
diretrizes da OECD, diretrizes Canadenses de Saldtizes reguladoras Europeias, diretrizes
ILSI/HESI etc.) para afirmar ou ajustar os padré&sabelecidos.

Métodos de deteccgéo e tratamento

[00199] A doenca ou o inicio da doengca podem ndo ser cspdeeserem
diagnosticados por meio de técnicas tradicionaiteste e imageamento até muitos anos apos a
exposicao a genotoxina (por exemplo, 20 anos);ar@esente tecnologia fornece meétodos para
detectar as mutacdes causadoras de doencas ar ipticessos genotoxicos com potencial para
causar mutacdes ou precursores causadores de swjtalghtro de alguns dias ou algumas
semanas ou meses apos a exposicdo a genotoxinada fratar profilaticamente o sujeito ou
rastrear ativamente o sujeito em busca de doeagasiftude de estar em um nivel de risco mais
alto), bem como identificar a presenca de uma geira e elimina-la para evitar exposi¢ées
futuras.

[00200] Quando um sujeito € exposto a mais de um nivelrseda limiar de
genotoxina e/ou quando se determina que um sigépotencialmente exposto a niveis inseguros
de uma genotoxina (por exemplo, departamento ddesaientificando niveis perigosos de
exposicdo), entdo o sujeito esta em um risco sigtifamente aumentado para o aparecimento
da doenca ou disturbio genotoxico associado. Otgugeentdo tratado profilaticamente com
agentes que bloqueiam e/ou neutralizam a genotozioa a exposicdo a genotoxina é reduzida
ou eliminada (por exemplo, removendo a genotoxmardbiente ou movendo o sujeito). Além

disso, ou alternativamente, o sujeito € submetitiestes de diagndstico com tempo sequencial
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(por exemplo, exame de sangue para deteccdo derf@hmu imageamento (por exemplo, CAT,
MRI, PET, ultrassom, teste de biomarcadores sératog para detectar se o sujeito desenvolveu
um estagio inicial da doenca ou disturbio, durantgial € tratado com mais eficacia. A titulo de
exemplo ndo limitativo: para a exposicdo a aflataxou ao acido aristolocéico, o sujeito
provavelmente seria submetido a um ultrassom lmpatcada 6 meses, o horario tipico em que
0s pacientes com hepatite C cronica, outro hepatiocgénio, sdo rastreados quanto a carcinomas
hepatocelulares. No momento em que os testes daddiico tradicionais bem conhecidos na
técnica detectam a doenca (por exemplo, cancéndfamento € iniciado (por exemplo, cirurgia,
guimioterapia, imunoterapia etc.).

[00201] Os métodos para fornecer tratamentos profilatists €, prevenir ou reduzir
0 risco de aparecimento) e/ou inibir o crescimelstcancer e/ou erradicar o cancer compreendem
protocolos de tratamento bem conhecidos pelo diespecializado e seriam adaptados ao tipo de
genotoxina. Embora atualmente ndo existam trataagudra reverter mutacdes que ja foram
induzidas, métodos terapéuticos para ajudar unite@dimpar certas genotoxinas residuais (por
exemplo, metais pesados especificos por quelgoad@m diminuir ainda mais a genotoxicidade.

[00202] Para tumores induzidos por mutagénico (por exentglocer de pulméo em
fumantes, melanoma em casos de cancer de boca@apdy¥, etc.), a carga de mutacoes nesses
tumores tende a ser maior, 0 que se acredita ewsna maior abundancia de neoantigenos e
explica sua tendéncia muito maior a responder faxmente as imunoterapias. E provavel que
a administracao profilatica de imunoterapias, caopeelas que compreendem inibidores de ponto
de verificagdo (isto é, inibidores de PD1 e PDL&mo nivolumabe, pembrolizumabe e
atezolizumabe, inibidores de CTLA4, como ipilizuraglpara permitir que o sistema imunoldgico
do sujeito erradique tumores em formacao precamgamo, outro uso direcionado ao tratamento
da identificacdo de uma assinatura de exposicagoke\asdo de resposta futura do tumor a
imunoterapia e potencialmente até a prevencao elecds com tratamento profilatico, apesar de
exigir testes cuidadosos no cenario de ensaiosatiformais.

[00203] Os métodos de deteccéao e tratamento podem aindar@ender métodos de
determinacao direta ou inferencial do mecanismagd® da genotoxina, que pode ser usado na
determinacao do curso apropriado do tratamento; ®@nitoramento de variantes resistentes a
droga (ver Schmitt et al [6]).
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[00204] Uma vez que o sujeito € diagnosticado ou deteatadwo exposto a pelo
menos uma genotoxina, o sujeito pode receber umatigade terapeuticamente eficaz de uma
composicao farmacéutica para evitar o inicio, detao inicio, reduzir os efeitos e/ou erradicar a
doenca associada a genotoxina ou disturbio. Umgasigéo farmacéutica compreende uma
quantidade terapeuticamente eficaz de uma compmposigdnpreendendo um inibidor ou
erradicador de uma doenca ou disturbio associadenatoxina e um transportador ou sal
farmaceuticamente aceitavel. E uma quantidadedatimpmente eficacompreende a faixa de
doses terapéuticas, nao toxicas, da composicadacajupreende um inibidor ou erradicador de
uma doenca ou disturbio associado a genotoxiregzfiara produzir o resultado farmacoldgico,
terapéutico ou profilatico pretendido.

[00205] A composicdo farmacéutica é formulada e adminiatiadr uma via de
administracdo compreendendo: administracdo orafavienosa, intramuscular, subcutanea,
intrauretral, retal, intraespinal, tépica, bucalparenteral. A composi¢édo farmacéutica pode ser
misturada com transportadores e excipientes faumiao8 convencionais e usada na forma de
comprimidos, capsulas, pilulas, liquidos, solugdgavenosas, bebidas e produtos alimenticios e
semelhantes; e contera de cerca de 0,1% a cel@@,9%, ou cerca de 1% a cerca de 98%, ou
cerca de 5% a cerca de 95%, ou cerca de 10% ad®®&@0, ou cerca de 15% a cerca de 60%,
ou cerca de 20% a cerca de 55% em peso ou volunmgicaliente ativo.

[00206] Para administracdo oral, os comprimidos, pilulascépsulas podem
adicionalmente transportadores convencionaisctaiso agentes de ligacdo, por exemplo, goma
arabica, gelatina, polivinilpirrolidona, sorbitall @ragacanto; enchimentos, por exemplo, fosfato
de calcio, glicina, lactose, amido de milho, sailbitu sacarose; lubrificantes, por exemplo,
estearato de magnésio, polietileno glicol, silivataco: desintegrantes, por exemplo, amido de
batata, agentes aromatizantes ou corantes ou agemtectantes aceitaveis. As preparacdes
liguidas orais podem ser formuladas em solu¢cdessaguou oleosas, suspensdes, emulsdes,
xaropes ou elixires e podem conter aditivos coneeags, tais como agentes de suspensao,
agentes emulsificantes, agentes ndo aquosos, cantEs, corantes e aromatizantes.

[00207] Para vias de administracdo intravenosa, a compmofag@acéutica pode ser

dissolvida ou suspensa em qualquer um dos fluicsavienosos comumente usados e
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administrada por infusdo. Os fluidos intravenososluem, sem limitacdo, solugdo salina
fisiologica ou solucdo de Ringer.

[00208] As composicfes farmacéuticas para administracénizrpodem estar na
forma de solucfes ou suspensdes estéreis isot@yoasas ou ndo aquosas. Estas solucdes ou
suspensdes podem ser preparadas a partir de gharalos estéreis possuindo um ou mais dos
carreadores mencionados para utilizagao nas fog@esapara administragao oral. Os compostos
podem ser dissolvidos em polietileno glicol, prepd glicol, etanol, 6leo de milho, alcool
benzilico, cloreto de sddio e/ou varios tampdes.

[00209] A dose do efeito terapéutico pode ainda ser calau@m base em uma
variedade de fatores, tais como: quantidade owdarda exposicao genotdxica; idade, peso, sexo
ou raca do sujeito; estagio de desenvolvimentoagsgh ou distarbio; e outros métodos bem
conhecidos do clinico versado. Numa modalidadeyj@ite é testado apds a descoberta de seu
potencial ou suspeita de exposicdo a uma genotoxiramo que a exposi¢cao tenha ocorrido
muitos anos antes. Se diagnosticado como expost@ ate um nivel limiar seguro, o sujeito é
administrado ao composto farmacéutico imediatanmntgpos a exibicdo dos sintomas. Em todas
as modalidades, a genotoxina € removida do amhiensejeito, quando possivel.

Exemplos Experimentais

[00210] A secdo a seguir fornece exemplos de métodos pHextdr e avaliar a
mutagénese gendmida vivo usando o Sequenciamento Duplex e reagentes ads®ci@s
exemplos a seguir sdo apresentados para ilusfnasante tecnologia e para ajudar um versado
na técnica a fazer e usar a mesma. Os exemplosénéi@ intencdo de limitar o escopo da
tecnologia.

[00211] Geralmente, para comparar a eficacia donaSnedicdo da mutagénese in
Vivo, uma série de experimentos com camundongos gaeageB,2 bilhdes de bases corrigidas
por erros em 62 amostras foi realizada para examie&ito de trés mutagénicos em nove genes
de cinco tecidos saudaveis em duas fitas de anim#pendentes. O Sequenciamento Duplex
demonstrou quantitativamente uma frequéncia mutn@entada entre 0os animais tratados, em
uma extensao que variou por mutagénico especiipmde tecido e locus genémico, e espelhava
de perto o de um ensaio de roedor transgénico @adn®. Em varios exemplos, foi possivel
identificar amostras por seu grupo de tratamento base apenas em padrées mutacionais
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objetivos. Em alguns exemplos, a sensibilidade dtagénico variou até quatro vezes entre 0s
diferentes loci génicos e, sem estar vinculadmaagos padrdes espectrais sugeriram que iSso
fosse parcialmente o resultado de processos distiagionalmente, que podem incluir transcricéo
e metilacdo. Em varios exemplos, a assinatura mougc trinucleotidica entre os SNVs
identificados por DS em frequéncia ultrabaixa emmais tratados com o carcinégeno
benzo[a]pireno relacionado ao tabaco mostrou-seeqidéntica a observada entre os SNVs
clonais nos genomas de cancer de pulmdo assocmd@abagismo em bancos de dados
publicamente disponiveis. Em alguns exemplos, of@S3itilizado para identificar mutacdes
oncogénicas de baixa frequéncia que se expanderncahoente sob pressao seletiva, apenas 4
semanas ap0s um tratamento com mutagénico. Pogguinte, e como demonstrado em varios
exemplos aqui descritos, o DS pode ser usado pargificar diretamente processos genotoxicos
e evolucao neoplasica em tempo real, com diveasigdes em biologia mutacional, toxicologia
e avaliacao de risco de cancer.

Exemplo 1

[00212] Aplicacdo do Sequenciamento Duplex para analisealacdo in vivo no
transgenell e genes enddégenos em Camundongos Bi§BlEsta se¢do descreve um exemplo
em que o Sequenciamento de Proxima Geracao (NG&Jgido por erro foi usado para medir
diretamente muta¢cdes induzidas quimicamente ngdgeare cll usado no ensaio de mutacéo de
roedor transgénico (TGR) BigBIfi@ nos genes nativos de camundongos. Atualmentssasos
de mutacdo TGR detectam mutantes rarodldsraves da formacgéo de placas. O NGS padrao &
inutilizavel para a deteccao de mutacdes de bagcquéncia devido a sua alta taxa de erros (~ 1
erro por 18 bases sequenciadas). O NGS corrigido por errBeguenciamento Duplex, tem uma
taxa de erro drasticamente mais baixa (~ 8M#@ses), permitindo a deteccdo de mutacdes
ultrarraras.

[00213] Neste exemplo, uma aplicacdo do Sequenciamente®igl utilizada para
avaliar a frequéncia mutante (MF) e o espectro owtrole, N-etil-N-nitrosoureia (ENU) e
camundongos machos BigBfuE57BL6 expostos a Benzo[a]pireno (B[a]P).

[00214] Os camundongos machos BigBhueansgénicos C57BL/6 foram tratados por
gavagem oral diaria com veiculo (azeite) ou B[&Prig/kg/dia) nos Dias 1-28 ou com ENU (40

mg/kg/dia em tampéao pH 6) nos Dias 1-3 (n=6). @lts foram coletados e congelados no dia
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31 do estudo. O figado e a medula éssea foransadak quanto a mutantes. O DNA foi isolado
e 0s mutantes analisados para placas mutanig$ deando os métodos RecoverEase e Transpack
descritos pela Agilent Technologies. O sequenciamduaplex foi usado para sequenadlr e
outros genes endogenos para mutacdes no figaddwdantssea.

[00215] Os genes avaliados e os critérios utilizados palecienar genes sdo 0s
seguintes: (1Polrlc (RNA polimerase), que é onipresentemente tramsent todos os tipos de
tecidos; (2)Rho (Rodopsina), que ndo € expresso em nenhum tetédo @a retina; (3Hp
(Haptoglobina), que € altamente expresso no figade,quase em nenhum outro lugarGQeinb1
(Beta-catenina), que € o gene mais comumente matadarcinoma hepatocelular humano; e (5)
gene reporter transgéni@l: 360 pb presente em ~ 80 copias em camundong@ueR).

[00216] As FIGS.3A-3D sdao graficos de caixas que mostram frequénciaantast
calculadas para o sequenciamento em duplex (FIS8.3B) e o ensaio de placas BigBlus|
(FIGS. 3C e 3D) no figado e medula 6ssea apdsrestiimn com mutagénico, como descrito acima.
A MF para Sequenciamento Duplex foi baseada nd detanutantes por par de bases duplex
sequenciado (n = 5 camundongos/grupo). A MF pagBIBE® foi calculada como o niimero de
placas mutantes em relacdo ao numero de unidadesdoras de placas mutantes (n = 6
camundongos/grupo). Como mostrado, a MF medid&pquenciamento Duplex e o tradicional
ensaio de placa BigBlfiell deu respostas semelhantes a ambos os mutagéyimeslula 6ssea,
que possui células que se dividem mais rapidameetepnstrou maior MF do que o figado
usando os dois métodos.

[00217] A FIG. 3E ilustra o aumento relativo da dobra mutantectle no ensaio de
roedores transgénicos vs Sequenciamento Duplex.oGanma, a MF no ensaio de placa €
calculado como o numero de placas mutantes fenatignte ativas observadas em uma placa de
selecéo dividido pelo numero total de placas forsam uma placa permissiva. MF no ensaio de
Sequenciamento Duplex é calculado como o numenbsdervacdes de pares de bases mutantes
dividido pelo numero total de pares de bases setadws dentro do intervalo de transgene 297
BP cll . Apesar das diferencas nas medidas derivadagyrrelagdo entre o ensaio de
sequenciamento duplex e o ensaio de placa Bi§Rllieé forte entre os tratamentos de tecidos e

mutagénicos.

Peticao 870200101565, de 13/08/2020, pag. 112/205



86/122

[00218] A FIG. 3F mostra a proporc¢éo de variantes de SNVs dentgede cll para
placas mutantes escolhidas individualmente prodszid partir de tecido de camundongo
BigBlue® e Sequenciamento Duplex do gDNA di a partir dos tecidos de camundongo
BigBlue® . Os SNVs séo designados com pirimidina como &efga. O Sequenciamento Duplex
produz o mesmo espectro de mutacao de cada grugpataieento obtido pela coleta manual de
3.510 placas (todos os trés valores de p> 0,99%est@ do qui-quadrado). As proporgdes foram
calculadas dividindo-se o total de observacdesNMsSelas contagens observadas de bases de
referéncia dentro do intervatdl e normalizando para uma.

[00219] A FIG. 3G mostra a distribuicdo de todas as mutacOes it=dds pelo
Sequenciamento Duplex diretocleem todos os tipos de tecidos e grupos de tratanBegBlue®
por posicdo do codon e consequéncia funcional. . BH mostra dados de distribuicdo para
mutacdes identificadas entre placas mutantes dalgiadividualmente. Com referéncia as FIGS.
3G e 3H juntas, o Sequenciamento Duplex direto (PG) identificam mutacdes ao longo de
todo o gene que causam todas as classes de e#gitpgnto as mutagdes das placas mutantes
selecionadas (FIG. 3H) sédo desprovidas de variantestacdes sindbnimas nos terminais C e N
nao criticos da proteina. Sem estar limitado petaid, acredita-se que variantes e mutacdes
sindnimas nos terminais C e N nao criticos da pratedo causem interrup¢des na funcéo do gene,
0 que é necessario para o crescimento seletiymataagcdo no ensaio de placa.

[00220] A FIG. 4 é um grafico de barras mostrando que a MF medma p
Sequenciamento Duplex € consistente dentro degragh® de tratamento. A MF, agregada em
todos os genes, foi medida no figado e medula gedesSequenciamento Duplex. O niumero de
mutantes Unicos foi baixo em animais de controleedeulo (1-13 mutag¢des/1,4 bilhdes de pares
de bases) em relacdo a camundongos expostos aémigtzgy(até 118 mutacdes/2,6 bilhdes de
pares de bases). A MF entre os animais de um daipeproduzivel em todas as condi¢cdes de
tratamento e o baixo nimero de mutagfes nos andeaientrole (1 a 13) enfatiza a necessidade
de sequenciamento profundo para gerar estimammstas da MF.

[00221] As FIGS. 5A e 5B sado graficos de barras que mostram MF de genes
endogenos em comparacao com o transgegheno figado (FIG5A) e medula 6ssea (FIGB) e
como medido por Sequenciamento Duplex. Cada gerng &6 kb) foi sequenciado a uma
profundidade de aproximadamente 5000x, com o gdnge- 350 pb x 80 cdpias por genoma)
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sequenciado a uma profundidade de ~ 100K a 300feduéncia mutante foi calculada como
descrito acima e em relacdo as FIGA-3D. Como mostrado, 0os genes enddgenos exibem um
aumento semelhante na MF como o transgdineO Sequenciamento Duplex demonstra que a
MF é mais alta na medula éssea do que no figado.eStar limitado pela teoria, a maior taxa de
divisdo celular na medula 6ssea pode explicarwassmais altos de MF detectados para ambos
0s mutagénicos testados. Além disso, as diferamgassposta dos genes enddgenos mostradas
nas FIGS5A e5B podem estar relacionados a diferencas no estaniscticional ou na estrutura
cromatica dos genes enddgenos.

[00222] A FIG. 5C sao gréficos de caixa que mostram SNV MF calcufzaia o
Sequenciamento Duplex por regides génicas paralemédsea e figado e FIGD é um grafico
de dispersao mostrando medicdes individuais destagl@gados mostrados na BIG Os pontos
de dispersdo mostram medi¢des individuais com @53é ao seu redor. O grafico da caixa na
FIG. 5C mostra todos os quatro quartis de todos os paea®dos para essa categoria de tecido
e tratamento. As escalas do eixo Y sdo apresentmd@@smente e na magnitude 10 Com
referéncia a FIG5C, o grafico de caixa resume o agregado das freqagde mutacdo do SNV
no figado e tecidos da medula 6ssea nos quatre ge®genos e o transgariedo modelo de
camundongo Big Blifemostrado na FIGD. A extensdo da inducédo de mutacdo € influenciada
por mutagénico especifico, tipo de tecido e loarstjco.

[00223] A FIG. 6 é um gréfico de barras que mostra 0 espectro dacam de cada
mutagénico de teste (por exemplo, tratamento) delus tecidos testados, conforme medido por
Sequenciamento Duplex. Com referéncia a.fel@ porcao de cada mutacdo, agregada em todos
0S genes e calculada para cada amostra e agrupadaglise de agrupamento hierarquico nao
supervisionada demonstra que o espectro da mutagialusivo para cada tratamento (por
exemplo, mutagénico de teste). A analise ndo sigi@nada de agrupamento de dados codificados
permitiu o agrupamento de dados com base no esgkrtnutacdes e demonstra que as amostras
de ENU séo facilmente identificadas em todos adds@or uma preponderéancia de mutacdoes de
T-C, T- A eC- T. Damesma forma, as amostras de B[a]P saoglistias pelas mutacdes
C-AeG-T.

[00224] As FIGS.7A-7C séo gréficos que mostram espectros de mutacaonexto

de nucleotideos adjacentes (isto €, espectrosnilelgotideos) para controle de veiculo (7A),
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B[a]P (7B) e ENU (7C). A assinatura mutacional arfato de espectro de trinucleotideos fornece
informacgdes sobre diferentes mecanismos de mutsgé&ileu demonstra padrdes mutacionais
exclusivos para mutagénicos especificos. Por exenogl contextos CCG e CGC parecem ser
mais vulneraveis ao agente cancerigeno associadbaw, B[a]P, do que outros contextos (FIG.
7B). Esse padréo de assinatura pode ser semelhanpad@es de assinatura demonstrados pela
exposicao a aflatoxina (por exemplo, pode ser ucamismo semelhante de mutagénese). A FIG.
7C ilustra que o alquilador, ENU, tem dois contextaieraveis que correspondem ao codigo
IUPAC GTS, onde S+[G][C], e € um forte indutor detatdes de transicao.

[00225] Neste exemplo, foi demonstrado que a carga de Awtags amostras de
medula 6ssea e figado tratados com ENU e B[a]P mstomesignificativamente em relacdo aos
controles, comparavel a frequéncia tradicionalldegpmutante BigBldecll (frequéncia mutante
MF) e variou da mesma forma por tipo de tecidov&liacdo do espectro revelou padrdes distintos
de INDELS e substituicbes de base Unica em cadpogde tratamento. a analise da base
trinucleotidica demonstrou que o contexto nuclémiddjacente modula fortemente o potencial
mutagénico; 0s pontos criticos mais extremos fdt&e e CGC para B[a]P e GTG e GTC para
ENU. O Sequenciamento Duplex foi estendido a 4 gemeddgenosPolrlc, rodopsina,
haptoglobina e beta-catenina. Mais uma vez, a Mfeatou em animais expostos a ENU e B[a]P,
mas variou significativamente de acordo com o Ilgarmico, provavelmente refletindo o status
transcricional. Neste exemplo, o Sequenciamentdedgemonstra ser um metodo bem-sucedido
para detectar mutacfes no transgerie um biomarcador de seguranca pré-clinico aceito em
ensaios TGR, mas, além disso, este exemplo deraanstro Sequenciamento Duplex pode ser a
base de ferramentas de avaliacao de risco baseedgsnes enddgenos relacionados ao cancer.

Exemplo 2

[00226] Quantificacdo direta da mutagénese quimicavivo em genomas de
mamiferos usando sequenciamento duplex. Esta sdedoreve um exemplo em que o
Sequenciamento Duplex é usado para determinar &€d®s precoces nos genes controladores
de cancer refletem o potencial tumorigénico dosagirticos em teste.

[00227] Neste exemplo, o impacto de um uretano é examieaddiferentes tipos de
tecido de camundongo (pulméo, baco, sangue) em adelm de camundongo predisposto ao
cancer aprovado pela FDA: Tg.rasH2 (Saitoh et alcd@ene 1990. PMID 2202951). Este
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camundongo contém ~ 3 coOpias em tandentHides humano com uma mutagdo potenciadora
ativadora para aumentar a expressdo em um aleldzigético. Estes camundongos estdo
predispostos a angiossarcomas esplénicos e adeinocaas de pulmdo e séo rotineiramente
usados em estudos de carcinogenicidade de 6 masesybstituir estudos em animais nativos de
2 anos. Os tumores encontrados nos camundongdsigeta adquirem mutacgdes ativadoras em
uma copia do proto-oncogene Hras humano. Nestd@aigs 4 genes nativos de camundongo
(Rho, Hp, Ctnnb1, Polr)co transgenéiras de camundongo nativo eHras humano também
sao analisados neste exemplo.

[00228] Neste exemplo, os camundongos Tg.rasH2 (n = 5/yfopam dosados com
veiculo ou uma dose carcinogénica de uretano (8i&)le sacrificados no dia 29 para deteccao
de mutacéo pelo Sequenciamento Duplex nos tecidogmlmao, baco) e sangue total. Os genes
endogenosRho, Hp, Ctnnbl, Polr)ce os genes nativos de camundongo e (trans)dérass
humanos também foram sequenciados.

[00229] Os tumores (hemangiossarcomas esplénicos; ademmsaec de pulmao)
foram coletados na semana 11 de animais (n = ®Wyapsados com uretano e submetidos a
sequenciamento total do exoma (WES) para identifivatac6es caracteristicas do ativador de
cancer (CDM) nesses tumores.

[00230] A FIG. 8 é um grafico de barras que mostra a frequénciameif{MF) de
amostras de pulméo, baco e sangue para animasitiiele e experimentais submetidos a uretano.
Nesta analise, cada variante Unica detectada fdada como uma mutacao, que foi somada por
amostra. Isso foi dividido pelo niumero total de &aBuplex sequenciadas e por toda a regido de
captura. O numero de eventos € anotado acima deacaastra. No total, em todas as 30 amostras,
foram gerados 3.966.947.832 pares de bases Segdamnem Duplex. Como mostrado na BG.

a inducdo da mutacdo € consistente entre animaisesmo grupo de tratamento e a confianca
aumenta com a profundidade do sequenciamento.

[00231] A FIG. 9 é um gréfico de barras que mostra a frequénciaanmédtante de
pontos minimos em cada grupo de amostras de t@sdmarras de erro sao +/- um desvio padrao).

Tabela 1
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Tecido Tratamento Frequéncia de Mutacdo  Aumentvezes | Valor p
Pulméao Controle de veiculg  0,67e-07

Pulméao Uretano 5,04e-07 7,5x 6,73e-05
Baco Controle de veiculg  0,83e-07

Bago Uretano 2,73e-07 3,3x 1,92e-04
Sangue Controle de veiculp  1,11e-07

Sangue Uretano 2,39e-07 2,2x 0,003025

[00232] Com referéncia a FI® e Tabelal juntas, as diferencas entre 0os grupos
controle de veiculo (VC) e tratamento foram altatf@esignificativas. Foi utilizado um teste t de
Welch (para variacbes desiguais) para determisagraficancia da frequéncia mutante do tecido
tratado com mutagénico sobre a do controle pamtesglo. Os intervalos de confianga um pouco
mais amplos com o sangue refletem uma profundidastba mais baixa de sequenciamento nas
amostras de VC de sangue neste exemplo em parti€utvé-se que isso possa ser corrigido
usando os métodos aqui descritos.

[00233] A FIG. 10A séo graficos de caixa que mostram SNV MF calculsai@
Sequenciamento Duplex por regides génicas parad@ulBaco e Sangue para as categorias de
tratamentos indicadas, e a FI®B é um grafico de dispersdo mostrando medicOesihdiis de
dados agregados mostrados na RIGA. Os pontos de dispersdo mostram medi¢cdes in@diadu
com CIl de 95% ao seu redor. O grafico da caixal@®a FOA mostra todos os quatro quartis de
todos os pontos de dados para essa categoriaide getratamento. As escalas do eixo Y séo
apresentadas linearmente e na magnitude. XDom referéncia a FIG0A, o gréafico de caixa
resume 0 agregado das frequéncias de mutacdo SNMIm&o, baco e sangue do modelo de
camundongo Tg-rasH2 mostrado na FIGB. Nao ha transgerndl no modelo de camundongo
Tg-rasH2. A extensdo da indugédo de mutacéo € mdlada por mutagénico especifico, tipo de
tecido e locus genético. A FIG1 é um grafico de barras que mostra o espectro decdw de
uretano e VC dentro dos tecidos testados, confonedido por Sequenciamento Duplex. Com
referéncia a FIGL1, a analise de agrupamento néo supervisionadadds dadificados permitiu

0 agrupamento de dados com base no espectro dedmsitaEsses dados demonstram que o
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simples espectro de variacdo de nucleotideos smzinbe identificar a exposi¢cao. Por outras
palavras, se 0o mutagénico fosse desconhecido, iposler identificadode novopor via de
Sequenciamento Duplex de DNA de um organismo egppst natureza do espectro da mutacao.

[00234] As FIGS.12A e 12B séo graficos que mostram espectros de mutacdo no
contexto de nucleotideos adjacentes (isto €, asgei¢ trinucleotideos) para controle de veiculo
(12A) e uretano (12B). A assinatura mutacionaloranfito de espectro de trinucleotideos fornece
informacdes sobre diferentes mecanismos de mutsgéleu demonstra padrdes mutacionais
exclusivos para mutagénicos especificos. Conseguenite, a discriminacédo detalhada de cada
classe de mutacdo dentro de seu contexto trinidieot("assinatura tripleto") revela uma
impressao digital altamente exclusiva para cadpade tratamento, consistente com assinaturas
conhecidas de mutacgdes clonais de tumores caysaidass exposicdes. Nos animais nao tratados,
foram detectadas mutacfes C:GA:T e C:G - G:C causadas, respectivamente, por oxidacao
da guanina e desaminacdo da citosina e 5-me-atoqie € um padrdo conhecido desde o
envelhecimento. Apds o tratamento com uretano, J:A:T dentro do motivo "NTG" é mostrado
como a mutacao mais comum.

[00235] A FIG. 13 mostra que a tendéncia de fita da variante desatideo Unico
(SNV) foi observada em regides gendomi€asnble Polrlc mas ndo erip ouRho. A notagao
SNV é normalizada para o nucleotideo de referémidirecdo para frente da fita transcrita. As
réplicas individuais sdo mostradas com pontosesviatos de confianca de 95%, com segmentos
de linha. Todas as frequéncias de mutagéo forangicas para as contagens de nucleotideos de
cada base de referéncia dentro da regido de charagdate. A hipotese nula para tendéncia de
auséncia de fita € a mesma frequéncia para mutesg@ipsocas. A tendéncia é evidenteGdnmb1
e Polrlc pois as variantes C>N e T>N estdo em frequéncidsrmes e as variantes G> N e A>
N estdo em frequéncias elevadas. Compar&tfoedRhg e sem estar limitado pela teoria, acredita-
se que essa diferenca se deva ao reparo por edeséaleotideos acoplados a transcricdo e aos
niveis de expressao relativa desses genes.

[00236] A FIG. 14 é um grafico que ilustra a selecdo clonal neogdasm estagio
inicial de fracGes de alelos variantes, confornteaado por Sequenciamento Duplex. A grande
maioria das mutagdes identificadas ocorreu em rataédinicas e em fracdes alélicas variantes

muito baixas (VAFs), por exemplo, da ordem de DQ0. Algumas variantes foram encontradas
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em mdltiplas moléculas em uma amostra e foram iftadas como tendo VAFs
consideravelmente mais altas.

[00237] A FIG. 15A € um grafico que ilustra SNVs representados sabistervalos
gendmicos para 0s éxons capturados da farmR#éisde genes, incluindo os loci transgénicos
humanos, no modelo de camundongo Tg-rasH2. Simgui&to mutacdes encontradas em uma
Unica molécula. Multipletos sdo uma mutacao idéritientificada dentro de multiplas moléculas
dentro do mesmo amostrador e pode representar emioegle expansao clonal. A altura de cada
ponto corresponde a frequéncia do alelo varianf=j\tle cada SNV, com o tamanho do ponto
corresponde ao somente para observacoes de ntolipdelocalizacao e a frequéncia relativa dos
pontos criticos de mutag&o do cancer humano ddidaRdsno COSMIC sao indicados abaixo
de cada gene. A FIGL5B é um grafico que ilustra variantes de nucleotidao (SNVS)
alinhando-se ao éxon 3 do transgeiRAShumano. O residuo central destacado no cédon @imer
61 no éxon 3 dbiRAShumano, o ponto de acesso ativador de catiR&Smais comum.

[00238] Com referéncia as FIG$5A e 15B juntos, um agrupamento de transversfées
T>A foi observado em 4/5 amostras de pulméo tratadan uretano e 1/5 amostras esplénicas
tratadas com uretano no ponto de acesso de 61sdddnas oncogénico humano. Em particular,
quatro em cada cinco amostras de pulmao tratad&gaedm essa mutacdo em frequéncias
variantes de alelos de 0,1% -1,8%. Notavelmenesestnes séo da transversao T>A no contexto
NTG, que é caracteristico da mutagénese do urétafesindo-se a forte favorecimento dos sitios
NTG na FIG.12B). Além disso, duas amostras de baco tratadasespie@am mutacdes nesse
codon: uma nesta mesma posicdo e outra em um pasds adjacentes. A observagéo de que 4/5
amostras de pulmao tratadas tinham mutagfes patagé&xpandidas clonalmente até o dia 29,
ao passo que muito poucas mutacdes vistas em @air@s no painel eram vistas como clones
de >1& membro ou eram repetidas em multiplas amsgtomo multipletos de VAF alta em um
ativador de cancer bem estabelecido) é uma fodiedgdo de selecdo positiva logo apds a
exposicdo. Além disso, os métodos de Sequencianirrglex, de acordo com modalidades da
presente tecnologia, fornecem a sensibilidade raédespara detectar essa selecdo clonal
neoplasica em estagio inicial.

Tabela 2
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Contagem Numero de
de mutagéo familias
1 829
2 8
4 1
17 1 Mutagdes AA 61 T>A
oncogénicas em gene
= b HRAS Humano em
181 1 tecido de pulméo
300 1 tratado com uretano

[00239] Referindo-se a Tabela 2, 97,5% das mutacdes fatantiicadas apenas em
uma Unica molécula, 1% foram observadas em duascoiak e cerca de 0,5% foram observadas
em > 2 moléculas. Todos os quatro clones de nia&d aito ocorreram com mutac&o oncogénica
no AA 61, o ponto de acesso recorrente do tumdiRAShumano. O fato de os clones de nivel
mais alto também aparecerem nos pontos de acessinder enfatizou ainda mais a magnitude
da forte pressao seletiva.

[00240] Uma quantidade muito maior de DNA foi extraida porostra do que foi
convertida em Moléculas Duplex sequenciadas. Agmdg amostras de tecido extraida produziu
aproximadamentefy de DNA gendmico. Converter isso em equivalenéggathoma e multiplicar
por trés produz o niumero de cépias de tg.HRAS tragdo. Apenas ~1/3% disso foi sequenciado,
e aproximadamente 300 vezes mais mutantes estaresanpes na porcao original do tecido

amostrado do que o detectado.

Tabela 3
Amostra DNA ng Genomas Copias tg.HRAS | Profundidade a | % copias | Mutantes Células
AAG1 sequenciadas mutantes  em
amostra original
9957-Pulmao 1 | 5.640 1.692.000 5.076.000 16.425 0,324% 300 92.712
9958-Puimao 1 | 4.400 1.320.000 3.960.000 16.319 0,412% 181 43.922
9959-Puimao 1 | 4.480 1.344.000 4.032.000 13.692 0,340% 58 17.080
9961-Pulmao 1 | 4.700 1.410.000 4.230.000 14.706 0,348% 17 4.890
[00241] Neste exemplo, os clones selecionados abrangemde&8.000 células no

clone da fracdo de alelo mais alto. Como resultpdogalculo, dentro dos 29 dias do estudo, por

exemplo, a partir do momento da exposi¢cdo a mutagiesumindo que ndo ha morte celular, o
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tempo de duplicacdo dessas células era aproximademeada 1,8 dias 2*(29/1,8) ~ 90.000. Sem
estar limitado pela teoria, essa taxa calculadalgdicacdo de células sugere a capacidade
provavel de detectar essas mutacdes selecionadaserurto espaco de tempo (por exemplo,

apenas duas semanas).

[00242] As FIGS.16A-16B sédo representacdes graficas de dados de sequentiam
de uma secdao representativa de 400 pares de lEHEAGShumano no pulmao de camundongo
apos tratamento com uretano usando sequenciamenf®NA convencional (FIG16A) e
Sequenciamento Duplex (FIG6B). O sequenciamento convencional de DNA tem uma ¢kex
erro entre 0,1% e 1%, o que obscurece a presengaitdedes genuinas de baixa frequéncia. A
FIG. 16A mostra dados de sequenciamento convencionais asegao representativa de 400 PA
de um geneH{RAShumano) de uma amostra (pulmé&o de camundongo)asemte estudo. Cada
barra corresponde a uma posicéo nucleotidica.ukaatdte cada barra corresponde a fracéo alélica
das bases que ndo séo de referéncia nessa posgadogsequenciadas com profundidade >
100.000x. Toda posicao parece estar mutada em algeouéncia; quase todos esses sao erros.
Com referéncia a FIA6B, quando processado com o Sequenciamento Duptes-se aparente
gue apenas uma mutacao € auténtica.

[00243] Os resultados da andlise experimental deste exedgtmnstram que o
Sequenciamento Duplex quantifica a indugao de ratpelo uretano de maneira extremamente
robusta e com intervalos de confianca replicadestagos. Além disso, a extenséo da inducéo de
mutacéo é especifica do tecido, sendo o pulmao pnaienso que o baco e o sangue. O simples
espectro mutacional da exposi¢cdo ao uretano é limpoagrupamento sem tendéncia pode
discriminar entre os grupos. O espectro de mutiigieto do uretano mostra uma forte propensao
para mutacdes de F A e T- C no contexto de "NTG" e o espectro de mutacastiguivel
do controle de veiculo (e outros mutagénicos; Vieremplo 1).

[00244] Além disso, a inducédo de mutacdo no sangue peoféspelhava de perto a
observada no baco e sugere que a amostragem inleigangue periférico poderia, para alguns
mutagénicos, substituir a necropsia (ou biépsiedmAdisso, este exemplo demonstrou gue mesmo
no dia 29, evidéncias claras de selecdo para nmegagicogénicas no transgene HRAS humano
sdo demonstradas usando 0 Sequenciamento Dupéspeadtro de mutacao neste ponto de acesso

refletia com precisao os efeitos desse mutagémicberido. Portanto, 0 Sequenciamento Duplex
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pode fornecer dados precoces e precisos no quegpeito a avaliacdo de mutacdes precoces
ativadoras de cancer como biomarcador de riscodfutel cAncer. A contaminacao entre espécies
persistiu em niveis extremamente baixos, mas ag&onada contaminacao por espécies estranhas
foi realizada de forma automatica e confiavel.

Exemplo 3

[00245] Andlise de assinaturas de mutagénicos em genonrasmméferos usando o
Sequenciamento Duplex. Esta secdo descreve um Exempgue os dados gerados a partir da
analise de Sequenciamento Duplex podem ser usaal@s gerar e comparar assinaturas
mutagénicas para a identificacdo de mutagénicos pAra identificar uma exposicdo a
mutagénicos.

[00246] O banco de dados do Catalogo de Mutacdes Somatic&ancer (COSMIC)
fornece referéncia a "assinaturas mutacionaisfinides como a combinacdo Unica de tipos de
mutacdo encontrados presentes no genoma. Mutagpd@dicas que estdo presentes em todas as
células do corpo humano e ocorrem ao longo da Viaia.mutac6es somaticas sdo a consequéncia
de, por exemplo, multiplos processos mutacionagyindo a pequena infidelidade intrinseca do
mecanismo de replicacdo de DNA, exposicOes exdgemasendogenas a mutagénicos,
modificacdo enzimatica do DNA e reparo defeituos®@tlA.

[00247] As FIGS. 17A-17C sao graficos que mostram espectros de mutacdo no
contexto de nucleotideos adjacentes (isto €, esgaie trinucleotideos) para a Assinatura 1 (FIG.
17A), Assinatura 4 (FIGL7B) e Assinatura 29 (FIGL7C) da COSMIC. Com referéncia a FIG.
17A, a assinatura 1 é vista em todos 0s tipos de céageuma etiologia proposta de ser causada
pela desaminacdo espontanea de 5-metil-citosisaltaado em transicbes C>T nos sitios CpG.
Com referéncia as FIG$7B-17C as assinaturas 4 e 29 estédo correlacionadas talpagismo e
sao impulsionadas por um importante mutagénicabado: benzo[a]pireno. Embora de padrao
semelhante, a assinatura 4 é mais frequentemesgevalda em canceres de pulmao em fumantes,
enguanto a assinatura 29 é vista predominantemernténcer de es6fago escamoso, que é mais
frequente em fumantes e usuarios de tabaco de masca

Tabela 4

Recurso Exemplo 1 Exemplo 2 Total
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Modelo de BigBlue Tg-rasH2 2 cepas
Camundongo
Tecidos Figado (15) Pulmé&o (10) 5 tipos
(amostras) Medula (17) Baco (10)
Sangue (10)
Mutagénico B[a]P (10) Uretano (15) | 3 mutagénicos
(animaispor ENU (11) VC (15)
grupo) VC (11)
Amostras 32 30 62
Loci Polrlc Polrlc 7 genes
Endogenos Rho Rho nativos
Ctnnbl Ctnnbl
Hp Hp
Hras
Kras
Nras
Loci cll Hrashumanos | 2 transgenes
transgénicos
BP duplex 4.074.604.194 4.348.868.321 8.423.472.515
[00248] A Tabela 4 fornece parametros experimentais e dabys/ados dos

Exemplos 1 e 2 discutidos aqui.FAG. 18 mostra agrupamento hierarquico ndo supervisionado
de todas as 30 assinaturas COSMIC publicadas eesgettros de coorte dos Exemplos 1 e 2. O
agrupamento foi realizado com o método ponderadGNW) e métrica de similaridade de
cosseno. Notavelmente, o benzo[a]pireno (BaP) d¢onse@imelhante as Assinaturas 4 e 29, que
foram correlacionadas com a exposicdo ao BaP at@wéonsumo ou inalacdo de tabaco. O
controle de veiculo (VC) € como a Assinatura 1,padrédo ligado a desaminagdo espontanea da
5-metil-citosina e acredita-se que represente ursura tanto do efeito mutagénico das espécies

oxidativas reativas quanto da desaminacao esp@tind-metil-citosina.
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[00249] Este exemplo demonstra que o Sequenciamento Dppbcser usado para
gerar andlises de espectros de mutacdes que pedeonsparadas ou referenciadas a assinaturas
mutacionais conhecidas para fins de identificac@otes analises.

Ambientes de computacao adequados

[00250] A discussédo a seguir fornece uma descricdo geralindeambiente de
computacdo adequado no qual aspectos da divulgegiem ser implementados. Embora ndo
sejam necessarios, aspectos e modalidades da atjéiolggerdo descritos no contexto geral de
instrucdes executaveis por computador, como roérasutadas por um computador de uso geral,
por exemplo, um servidor ou computador pessoale@smados na técnica relevante apreciardo que
a divulgacao pode ser praticada com outras comdgg@es de sistema de computador, incluindo
dispositivos de Internet, dispositivos portateismputadores portateis, telefones celulares ou
moveis, sistemas multiprocessadores, eletrénicosodsumo programaveis ou baseados em
microprocessadores, decodificadores, PCs de radeomputadores, computadores mainframe
e semelhantes. A divulgacédo pode ser incorporadairantomputador para fins especiais ou
processador de dados que € especificamente pragpaocmmfigurado ou construido para executar
uma ou mais das instrucdes executaveis por compuexglicadas em detalhes abaixo. De fato,
o termo "computador”, como geralmente utilizadaee®cumento, se refere a qualquer um dos
dispositivos acima, bem como a qualquer processseldados.

[00251] A divulgacdo também pode ser praticada em ambieitesomputacao
distribuidos, onde tarefas ou modulos sdo execstpdodispositivos de processamento remoto,
que s&o ligados por meio de uma rede de comunisag@®o Rede de Area Local ("LAN"), Rede
de Area Ampla ("WAN") ou a Internet. Em um ambiedéecomputacéo distribuida, os médulos
do programa ou sub-rotinas podem estar localizashosdispositivos de armazenamento de
memoria locais e remotos. Aspectos da divulgacdorida abaixo podem ser armazenados ou
distribuidos em meio legivel por computador, inofia discos magnéticos e opticamente legiveis
e removiveis, armazenados como firmware em chipsgypemplo, chips EEPROM), bem como
distribuidos eletronicamente pela Internet ou patras redes (incluindo redes sem fio). Os
versados na técnica relevante reconhecerdo quégsoda divulgacdo podem residir em um

computador servidor, enquanto as por¢coes corresptesl residem em um computador cliente.
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As estruturas de dados e a transmissao de dadesfesys para aspectos da divulgacédo também
estdo incluidas no escopo da divulgacéo.

[00252] Modalidades de computadores, como um computadsopkesu estacéo de
trabalho, podem compreender um ou mais processadooplados a um ou mais dispositivos de
entrada do usuério e dispositivos de armazenantentados. Um computador também pode ser
acoplado a pelo menos um dispositivo de saida, aomdispositivo de exibicdo e um ou mais
dispositivos de saida adicionais opcionais (pomgye, impressora, plotadora, alto-falantes,
dispositivos de saida tateis ou olfativos, etc.zoputador pode ser acoplado a computadores
externos, como uma conexao de rede opcional, uredegtor sem fio ou ambos.

[00253] Vérios dispositivos de entrada podem incluir unteide e/ou um dispositivo
apontador, como um mouse. Outros dispositivos deadan sdo possiveis, como microfone,
joystick, caneta, tela sensivel ao toque, scamédengra digital, camera de video e semelhantes.
Outros dispositivos de entrada podem incluir méagiinle sequenciamento (por exemplo,
sequenciador massivamente paralelo), fluorosc@ongros equipamentos de laboratério, etc. Os
dispositivos de armazenamento de dados adequadesgacluir qualquer tipo de meio legivel
por computador que pode armazenar dados acesgiedds computador, como unidades
magnéticas de disco rigido e de disquete, uniddeleésco Optico, cassetes magnéticas, unidades
de fita, cartbes de memoria flash, discos de viigival (DVDs), Cartuchos Bernoulli, RAMSs,
ROMs, cartdes inteligentes etc. De fato, qualqueiomara armazenar ou transmitir instrucoes e
dados legiveis por computador pode ser empregadiojndo uma porta de conexdao ou né em
uma rede como uma rede de area local (LAN), redeaeieampla (WAN) ou a Internet.

[00254] Aspectos da divulgagdo podem ser praticados emvamedade de outros
ambientes de computacdo. Por exemplo, um ambienteothputacdo distribuido com uma
interface de rede inclui pode incluir um ou maispatadores de usuario em um sistema em que
eles podem incluir um mddulo de programa de navagqde permite ao computador acessar e
trocar dados com a Internet, incluindo sites nagcgmrWorld Wide Web da Internet. Os
computadores dos usuarios podem incluir outros toédde programas, como um sistema
operacional, um ou mais programas aplicativos gx@mplo, aplicativos de processamento de
texto ou planilha) e semelhantes. Os computada@smp ser dispositivos de uso geral que podem
ser programados para executar varios tipos deafiptic ou podem ser dispositivos de uso Unico
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otimizados ou limitados a uma funcéo ou classeidedes especifica. Mais importante, enquanto
mostrado nos navegadores de rede, qualquer progaphecativo para fornecer uma interface
gréfica do usuario aos usuarios pode ser empregadfmrme descrito em detalhes abaixo; o uso
de um navegador da web e uma interface da websstnsl apenas como um exemplo familiar
neste documento.

[00255] Pelo menos um computador servidor, acoplado aneteru a World Wide
Web (“Web”), pode executar muitas ou todas as fescpara receber, rotear e armazenar
mensagens eletronicas, como paginas da Web, fldgodados, sinais de audio e imagens
eletrdnicas aqui descritas. Enquanto a Internebgtnada, uma rede privada, como uma intranet,
pode ser preferida em alguns aplicativos. A redieper uma arquitetura cliente-servidor, na qual
um computador é dedicado a servir outros computaddientes, ou pode ter outras arquiteturas,
como ponto a ponto, nas quais um ou mais compuadservem simultaneamente como
servidores e clientes. Um banco de dados ou bateasdos, acoplados ao(s) computador(es)
servidor(es), podem armazenar grande parte dasgsada web e do conteudo trocado entre 0s
computadores dos usuarios. O(s) computador(esg¢malsr, incluindo o(s) banco(s) de dados,
pode(m) empregar medidas de seguranca para itégjues maliciosos no sistema e preservar a
integridade das mensagens e dados armazenadofoekxemplo, sistemas de firewall, SSL
(Secure Socket Layer), esquemas de protecao ploa,senptografia e semelhantes).

[00256] Um computador servidor adequado pode incluir umamismo de servidor,
um componente de gerenciamento de paginas da weltomponente de gerenciamento de
conteldo e um componente de gerenciamento de h#matados, entre outros recursos. O
mecanismo do servidor executa tarefas basicasodeggamento e nivel de sistema operacional.
O componente de gerenciamento de paginas da webdid a criacéo e exibicdo ou roteamento
de paginas da web. Os usuarios podem acessar autamhop servidor por meio de um URL
associado a ele. O componente de gerenciamentntiido lida com a maioria das fungdes nas
modalidades descritas neste documento. O compotegerenciamento de banco de dados inclui
tarefas de armazenamento e recuperacdo com reladgdanco de dados, consultas ao banco de
dados, funcdes de leitura e gravacédo no bancodtesdaarmazenamento de dados como sinais

de video, gréficos e audio.
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[00257] Muitas das unidades funcionais descritas aqui focantadas como mdodulos,

a fim de enfatizar mais particularmente sua indd@eaia de implementacdo. Por exemplo, os
modulos podem ser implementados em software pa@ie#o por varios tipos de processadores.
Um maodulo identificado de codigo executavel pode gxemplo, compreender um ou mais blocos
fisicos ou légicos de instrucbes de computadorppeem, por exemplo, ser organizadas como
um objeto, procedimento ou fung&o. Os blocos ifleatlos de instrugdes do computador nao
precisam ser localizados fisicamente juntos, mademo compreender instrucdes dispares
armazenadas em diferentes locais que, quando ulidmsmente, compreendem o modulo e
atingem o objetivo declarado para o modulo.

[00258] Um modulo também pode ser implementado como unitirde hardware
que compreende circuitos VLSI personalizados ouipest de portas, semicondutores prontos
para uso, como chips légicos, transistores ou sutomponentes distintos. Um modulo tambéem
pode ser implementado em dispositivos de hardwergramaveis, como matrizes de portas
programaveis em campo, légica de matriz programaligpositivos de l6gica programavel ou
semelhantes.

[00259] Um médulo de cédigo executavel pode ser uma Unstaucdo, ou muitas
instrucdes, e pode até ser distribuido por vaegsnentos de codigo diferentes, entre diferentes
programas e por varios dispositivos de memdérianBama forma, os dados operacionais podem
ser identificados e ilustrados aqui dentro de naglalpodem ser incorporados em qualquer forma
adequada e organizados dentro de qualquer tipouadegde estrutura de dados. Os dados
operacionais podem ser coletados como um Unicactingde dados, ou podem ser distribuidos
em diferentes locais, incluindo diferentes dispes# de armazenamento, e podem existir, pelo
menos parcialmente, apenas como sinais eletréarnasm sistema ou rede.

Sistema para Teste Genotodxico

[00260] A presente invengao compreende ainda um sistemaXpmplo, um sistema
de computador em rede, um sistema automatizaddtaleeadimento, etc.) para processar a
amostra de um sujeito e transmitir os dados deesmipmento por meio de uma rede com ou sem
fio a um servidor remoto para determinar as lestdesequéncia corrigidas por erro (por exemplo,

leituras de sequéncia duplex, sequéncia de congepsex, etc.), espectro de mutagéo, frequéncia
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de mutante, assinatura de mutagao tripleto e seshoma semelhancga entre os dados da amostra
e os dados correspondentes associados a uma ogenatexinas conhecidas.

[00261] Como descrito em detalhes adicionais abaixo, e rdagdo a modalidade
ilustrada na FIG19, um sistema computadorizado de genotoxina compesdt) um servidor
remoto; (2) uma pluralidade de dispositivos de aatagfio eletrénica do usuario capazes de gerar
e/ou transmitir dados de sequenciamento; (3) untdoae dados com perfis conhecidos de
genotoxina e informagdes associadas (opciona¥) erfia rede com ou sem fio para transmitir
comunicacoes eletrénicas entre os dispositivosodguatacao eletronica, o banco de dados e o
servidor remoto. O servidor remoto compreende aif@aum banco de dados que armazena
resultados de registros de genotoxinas do usuéegigtros de perfis de genotoxinas (por exemplo,
espectro, frequéncias, mecanismo de acdes etg.)Junfbou mais processadores acoplados
comunicativamente a uma memaoria; € um ou mais sipams ou meios de armazenamento
legiveis por computador n&o transitérios compreeddénstrucdes para o(s) processador(es), em
que os referidos processadores estdo configuraal@s gxecutar as referidas instrugbes para
executar operacdes compreendendo uma ou maisages etescritas nas FIGR-23

[00262] Em uma modalidade, a presente tecnologia compresinda, um meio de
armazenamento legivel por computador ndo trangsitimpreendendo instru¢des que, quando
executadas por um ou mais processadores, executamétodo para determinar se um sujeito
esta exposto e/ou a identidade ou propriedadestedisdicas de pelo menos uma genotoxina. Em
modalidades particulares, os métodos podem ingfua ou mais das etapas descritas nas FIGS.
20-23

[00263] Aspectos adicionais da presente tecnologia sacicdir@dos a métodos
computadorizados para determinar se um sujeito esg@osto e/ou a identidade ou
propriedades/caracteristicas de pelo menos umatmeéma. Em modalidades particulares, os
métodos podem incluir uma ou mais das etapas thessoas FIGR20-23

[00264] A FIG. 19 é um diagrama de blocos de um sistema de computa86 com
um produto de programa de computati@bOinstalado no mesmo e para uso com 0s métodos e/ou
kits aqui divulgados para identificar eventos métagos e/ou eventos de danos aos acidos
nucleicos resultantes da exposi¢do genotoxica. Eardoé1G.19 ilustre varios componentes do
sistema de computacdo, é contemplado que outralifenentes componentes conhecidos dos
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versados na técnica, como os discutidos acima,npddenecer um ambiente de computacdo
adequado no qual aspectos da divulgacdo podemglemnentados. A FIR0 é um diagrama de
fluxo que ilustra uma rotina para fornecer dadosetpuéncia de consenso de Sequenciamento
Duplex de acordo com uma modalidade da presenteltgga. As FIGS21-23sao diagramas de
fluxo que ilustram vérias rotinas para identifiementos mutagénicos e/ou eventos de dano de
acido nucleico resultantes da exposicao genotd@ecama amostra. De acordo com aspectos da
presente tecnologia, métodos descritos em relagdel@S.21-23 podem fornecer dados de
amostra, incluindo, por exemplo, espectro de motagiamostra, frequéncia mutante, espectro
de mutacéo tripleto e informacdes derivadas da eocsgio de dados de amostra com conjuntos
de dados de genotoxinas conhecidas.

[00265] Como ilustrado na FIG.9, o sistema de computad®00pode compreender
uma pluralidade de dispositivos de computacao dariesl 902, 1904uma rede com ou sem fio
1910 e um servidor remoto (servidor “DupSeq™940 compreendendo processadores para
analisar eventos mutagénicos e/ou eventos de dasascidos nucleicos resultantes da exposicao
genotoxica de uma amostra. Nas modalidades, oediisps de computacdo do usuai@02,
1904 podem ser usados para gerar e/ou transmitir didssquenciamento. Em uma modalidade,
0s usuarios dos dispositivos de computat@@?, 1904podem ser agueles que executam outros
aspectos da presente tecnologia, como etapas ddongdd¢ Sequenciamento Duplex de amostras
de sujeitos para avaliar a genotoxicidade. Em usm@o, os usuarios dos dispositivos de
computacad 902, 1904 executam certas etapas do método de Sequencadepkex com um
kit (1,2) compreendendo reagentes e/ou adaptadores, dmamyn uma modalidade da presente
tecnologia, para interrogar amostras em questao.

[00266] Como ilustrado, cada dispositivo de computacacsdanonl902, 1904inclui
pelo menos uma unidade de processamento cd®&l uma memorid907 e uma interface de
usuario e red@908 Em uma modalidade, os dispositivos de usudf8062, 1904&compreendem
um desktop, laptop ou tablet.

[00267] Embora dois dispositivos de computacdo do usuB®@?, 1904estejam
representados, € contemplado que qualquer numedispesitivos de computacdo do usuario
possa ser incluido ou conectado a outros compaaide sistemal90Q Além disso, 0s
dispositivos de computacd®02, 1904ambém podem ser representativos de uma pluralidad
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dispositivos e software usados pelo Usuario (1)seddo (2) para amplificar e sequenciar as
amostras. Por exemplo, um dispositivo de computpgéle uma maquina de sequenciamento (por
exemplo, lllumina HiSeg™, lon Torrent PGM, sequador ABI SOLID™, PacBio RS, Helicos
Heliscope™, etc.), uma maquina de PCR em tempo(peal exemplo, ABI 7900, Fluidigm
BioMark™, etc.), um instrumento de microarranja, et

[00268] Além dos componentes descritos acima, o sistd®d0 pode ainda
compreender um banco de dad®30 para armazenar perfis de genotoxinas e informacdes
associadas. Por exemplo, o banco de da8i8g que pode ser acessivel pelo servid®Q pode
compreender registros ou cole¢cbes de espectro dacoms, espectro/assinaturas de mutacao
tripleto, mecanismo de acgéo etc. para uma plugdidee genotoxinas conhecidas e também pode
incluir informacdes adicionais em relacdo aos pgréidroes de mutacdo de cada genotoxina
armazenada. Em um exemplo particular, o banco desd®30pode ser um banco de dados de
terceiros compreendendo perfis de genotokB&2 Por exemplo, o site do Catalogo de Mutactes
Somaticas em Cancer (COSMIC) compreende uma cotecdsspectros mutacionais” que foram
encontrados como mutacdes clonais em tumores qgiessu da exposicao a agentes cancerigenos,
por exemplo, cancer de pulméo em fumantes [8,9]okira modalidade, o banco de dados pode
ser um banco de dados independ&8&0(privado ou néo privado) hospedado separadamente d
servidor194Q ou um banco de dados pode ser hospedado no@et@dQ como o banco de
dadosl97Q que compreende perfis de genotoxina derivadogieapente dd972 Em algumas
modalidades, como o sisterhi@00 é usado para gerar novos perfis de agente/fattestie, os
dados gerados a partir do uso do sistéf0e métodos associados (por exemplo, métodos aqui
descritos e, por exemplo, nas FI@8-23, pode ser carregado no banco de dad89e/ou 1970,
para que perfis adicionais de genotoxXifd2 1972possam ser criados para futuras atividades de
comparagao.

[00269] O servidorl940pode ser configurado para receber, computar esandbdos
de sequenciamento (por exemplo, arquivos de segueewto brutos) e informacdes relacionadas
dos dispositivos de computacédo do usuéfio2, 1904através da redE91Q Os dados brutos de
sequenciamento especificos da amostra podem seulathds localmente usando um
produto/moédulo de programa de computador (Mdodulo Séguéncial905 instalado nos
dispositivos1902,1904pu acessivel a partir do servidor remd82l0via redel91Q ou usando
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outro software de sequenciamento conhecido nacgcf@is dados brutos da sequéncia podem
entdo ser transmitidos via reti®@10para o servidor remoto 194Ms resultados do usuard®74
podem ser armazenados no banco de da8@€ O servidor1940 também compreende o
produto/modulo de programa "Moédulo DSI1912 configurado para receber os dados de
sequenciamento brutos do banco de daii®%0e configurado para gerar computacionalmente
leituras de sequéncia de fita dupla corrigidas @op usando, por exemplo, técnicas de
Sequenciamento Duplex aqui divulgadas. Enquant®&dviddule1912 é mostrado no servidor
194Q um versado na técnica reconheceria que o DS Mddil2, pode alternativamente, ser
hospedado em operado nos dispositi@@?, 1904u em outro servidor remoto (ndo mostrado).
[00270] O servidor remotd940pode compreender pelo menos uma unidade central
de processamento (CPUP6Q um usuario e uma interface de ret@qou dispositivo de
computacado dedicado ao servidor com a interfaceatada ao servidor), um banco de dddX)
como descrito acima, com uma pluralidade de arguiggistros de computador para armazenar
perfis de mutacéo de genotoxinas conhecidas e @75 e arquivos/registros para armazenar
resultados (por exemplo, dados brutos de sequeantamdados de Sequenciamento Duplex,
analise de genotoxicidade, etc.) para amostread@siio74 O servidorl940compreende ainda
uma memoaria de computad®11tendo armazenado nela o Produto de Programa deuador
de Genotoxina (Modulo de Genotoxibh@50Q de acordo com aspectos da presente tecnologia.
[00271] O produto/médulo de programa de computat@s0 € incorporado em um
meio legivel por computador ndo transitorio quearmglo executado em um computador (por
exemplo, servidol940, executa etapas dos métodos divulgados aquidedeatar e identificar
genotoxinas. Outro aspecto da presente divulgam@preende o produto/maédulo de programa de
computadof950compreendendo um meio nao transitorio utilizadeelqgpmputador, com codigos
ou instrucdes de programa legiveis por computaorporados para permitir que um processador
realize analise de genotoxicidade (por exemplosutad frequéncia de mutante, espectro de
mutacdo, espectro de mutacao tripleto, relatoresamparacédo de genotoxinas, relatorios de
limiares etc.). Essas instrucbes de programa deputmmor podem ser carregadas em um
computador ou outro aparelho programavel para piodma maquina, de modo que as instrucoes
executadas no computador ou em outro aparelhogr@yel criem meios para implementar as
fungBes ou etapas descritas aqui. Estas instragdesograma de computador também podem ser
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armazenadas em uma memoria ou meio legivel por w@awr que pode direcionar um
computador ou outro aparelho programavel para umacide uma maneira particular, de modo
que as instru¢cdes armazenadas na memaria ou rgérellpor computador produzem um artigo
de fabricacdo incluindo meios de instrucdes quelementam a analise. As instrucdes do
programa de computador também podem ser carregadasn computador ou outro aparelho
programavel para fazer uma série de etapas opregsigerem realizadas no computador ou outro
aparelho programavel para produzir um processceimghtado pelo computador de modo que as
instrucdes que executam no computador ou outrceliymaprogramavel fornecem etapas para
implementar as fungdes ou etapas descritas acima.

[00272] Além disso, o produto/mddulo de programa de contuutd950 pode ser
implementado em qualquer idioma e/ou navegadoreguadios. Por exemplo, ele pode ser
implementado com Python, linguagem C e, de pref@énsando linguagens de programacao de
alto nivel orientadas a objetos, como Visual B&SmallTalk, C++ e semelhantes. O aplicativo
pode ser gravado para se adequar a ambientes cambiente Microsoft Windows™, incluindo
Windows™ 98, Windows™ 2000, Windows™ NT e semelbantAléem disso, o aplicativo
também pode ser escrito para 0 ambiente MacInto§UN,™, UNIX ou LINUX. Além disso, as
etapas funcionais também podem ser implementadaglosuma linguagem de programacéao
universal ou independente de plataforma. Exemplessas linguagens de programacao de
plataforma mdultipla incluem, entre outras, linguagee marcacado de hipertexto (HTML),
JAVA™ JavaScript™, linguagem de programacao Fliasériface de gateway comum/linguagem
de consulta estruturada (CGI/SQL), linguagem paatie relatério de extracdo (PERL),
AppleScript™ e outras linguagens de script do siatdinguagem de programacao/linguagem de
consulta estruturada (PL/SQL) e semelhantes. Pa##nusados navegadores habilitados para
HotJava™, Microsoft™ Explorer™, ou Netscape™. Quapéginas da web de conteudo ativo
sao usadas, elas podem incluir miniaplicativos Wavau controles ActiveX™ ou outras
tecnologias de conteudo ativo.

[00273] O sistema chama varias rotinas. Enquanto algumasratanas sao aqui
descritas, um versado na técnica é capaz de idantdutras rotinas que o sistema poderia

executar. Além disso, as rotinas descritas nestemdento podem ser alteradas de varias maneiras.
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Como exemplos, a ordem da logica ilustrada podeaesmganizada, as subetapas podem ser
executadas em paralelo, a l6gica ilustrada podersiida, outra l6gica pode ser incluida, etc.

[00274] As FIGS.20-23séo diagramas de fluxo ilustrando as rot230, 2100, 2200,
2300para detectar e identificar eventos mutagénicas @/entos de danos aos acidos nucleicos
resultantes da exposicao genotoxica de uma amAdl&. 20 é um diagrama de fluxo que ilustra
a rotina2000para fornecer Dados de Sequenciamento Duplexmaléculas de acido nucleico
de fita dupla em uma amostra (por exemplo, uma ende um ensaio de genotoxicidade). A
rotina 2000 pode ser invocada por um dispositivo de computag@mo um computador cliente
ou um servidor, acoplado a uma rede de computadbittma modalidade, o dispositivo de
computacdo inclui gerador de dados de sequénciaefo modulo de sequéncia. Como um
exemplo, o dispositivo de computacdo pode invocatiaa2000apds um operador envolver uma
interface de usuario em comunicag¢ao com o dispodie computacao.

[00275] A rotina2000comeca no bloc2002e o mddulo de sequéncia recebe dados
de sequéncia bruta de um dispositivo de computdgacsuério (bloc@004) e cria um conjunto
de dados especificos de amostra compreendendo luraiidade de leituras de sequéncia bruta
derivadas de uma pluralidade de moléculas de &uigteico na amostra (bloc200§. Em
algumas modalidades, o servidor pode armazenanjardo de dados especifico da amostra em
um banco de dados para processamento posteriorsdgumida, o modulo DS recebe uma
solicitacdo para gerar dados do Sequenciament@dge@so Duplex a partir dos dados brutos da
sequéncia no conjunto de dados especifico da a{bsiico2008. O modulo DS agrupa a leitura
de sequéncias de familias que representam umauteldriginal de acido nucleico de fita dupla
(por exemplo, com base em sequéncias SMI) e comgEyaéncias representativas de fitas
individuais entre si (bloce010. Numa modalidade, as sequéncias representatidgspser uma
ou mais de uma leitura de sequéncia de cada malé&rulacido nucleico original. Em outra
modalidade, as sequéncias representativas podexage¥ncias de consenso de fita nica (SSCSs)
geradas a partir do alinhamento e correcédo de eeofo de fitas representativas. Em tais
modalidades, um SSCS de uma primeira fita podecseparado a um SSCS de uma segunda fita.

[00276] No bloco 2012 o médulo DS identifica posicbes nucleotidicas de
complementaridade entre as fitas representativaspamdas. Por exemplo, o médulo DS
identifica as posi¢cdes nucleotidicas ao longo darée comparada (por exemplo, alinhada) da
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sequéncia em que as chamadas da base nucleoSitiicade acordo. Além disso, 0 médulo DS
identifica posicbes de ndo complementaridade easirBtas representativas comparadas (bloco
2014. Da mesma forma, o médulo DS pode identificarigiizs de nucleotideos ao longo das
leituras de sequéncia comparadas (por exemplohaalas) onde as chamadas da base de
nucleotideos estdo em desacordo.

[00277] Em seguida, o mdédulo DS pode fornecer Dados degde@mento Duplex
para moléculas de acido nucleico de fita dupla era amostra (bloc2016. Esses dados podem
estar na forma de sequéncias de consenso duplexcpda uma das leituras de sequéncia
processadas. As sequéncias de consenso duplex podiin, em uma modalidade, apenas
posi¢des de nucleotideos em que as sequénciasesfaivas formam cada fita de uma molécula
de acido nucleico original estdo de acordo. Poseguinte, em uma modalidade, as posi¢cdes de
desacordo podem ser eliminadas ou de outro modmukeslas, de modo que a sequéncia de
consenso duplex seja uma leitura de sequénciatadeqaé foi corrigida por erro. Em outra
modalidade, os Dados de Sequenciamento Duplex podguir informacgdes de relatorios sobre
posicdes de nucleotideos de desacordo, a fim deegs@&s posicdes possam ser analisadas
posteriormente (por exemplo, nos casos em que lwgsdao DNA podem ser avaliados).
rotina2000pode continuar no blo018 onde termina.

[00278] A FIG. 21 é um diagrama de fluxo que ilustra uma ro248@0para detectar
e identificar eventos mutagénicos resultantes gasgao genotoxica de uma amostra. A rotina
pode ser invocada pelo dispositivo de computacébl@al9. A rotina 2100 comeca no bloco
2102e o0 médulo de genotoxina compara os Dados de Seiqueento Duplex da FI@O (por
exemplo, apos o bloc®016 para fazer referéncia as informacdes da sequéplcieo 2109 e
identifica mutacdes (por exemplo, onde a sequélwisujeito varia da sequéncia de referéncia)
(bloco2106. Em seguida, o médulo de genotoxina determinafteqaéncia mutante (blo@108
e gera um espectro de mutacédo (bl@th0 para a amostra. Como tal, uma andlise de padréo d
mutacéo pode ser fornecida com informacdes sobp® docalizagéo e frequéncia de eventos de
mutac&o nas moléculas de acido nucleico analisapagir da amostra. Opcionalmente, o médulo
de genotoxina pode gerar um espectro de mutagetdri(bloco2112 fornecendo informacdes

sobre o contexto e o padréo de trinucleotideosgqraaksar o resultado genotdxico da exposicao.
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[00279] O médulo de genotoxina também pode opcionalmemtgacar um espectro
de mutacgéo e/ou espectro de mutacéo tripleto (sendi@ado) com uma pluralidade de conjuntos
de dados de genotoxina conhecidos, como aqueleszenados nos registros de perfil de
genotoxina em um banco de dados (bl2t®4 para determinar, por exemplo, se a amostra foi
exposta a uma genotoxina conhecida ou em outrorepara determinar se um agente/fator de
teste tem um perfil genotdxico semelhante ao de gerotoxina conhecida anteriormente.
Opcionalmente, o médulo de genotoxina pode detemmoim provavel mecanismo de acdo de uma
genotoxina com base, em parte, nas informacbe®mparacdo (bloc@116§. Em seguida, o
modulo de genotoxina pode fornecer dados de geicatage (bloco2118 que podem ser
armazenados no conjunto de dados especifico datramus banco de dados. Em algumas
modalidades, ndo mostradas, os dados de genotadécgbdem ser usados para gerar um perfil
de genotoxina a ser armazenado no banco de dadosuparas atividades de comparacAo.
rotina2100pode entdo continuar no blo2d2Q onde termina.

[00280] A FIG. 22 é um diagrama de fluxo que ilustra uma ro2280para detectar
e identificar eventos de dano ao DNA resultantegxgmsicdo genotoxica de uma amostra. A
rotina pode ser invocada pelo dispositivo de coad da FIG19. A rotina2200comeca no
bloco 2014 da FIG.20 e no bloco de decisd®202 a rotin2200 determina se as posi¢coes
nucleotidicas da ndo complementaridade sdo errgeramesso. Em véarias modalidades, os
parametros para determinar se uma posicao de ddeamure as leituras da sequéncia de ambas
as fitas de uma molécula de DNA original pode sgreeificada por um operador, pelas
caracteristicas conhecidas de danos ao DNA, pelexcteristicas conhecidas dos erros do
processo, por um numero minimo de leituras de s®ipué@ incompatibilidade € representada por
e assim por diante.

[00281] Se a posicéo do nucleotideo for determinada comeroondo processo (em
oposi¢cado a um sitio de dano ao DWAvivo antes da extracdo do DNA), o mdédulo DS pode
eliminar ou descontar essas posi¢des nucleotideasio complementaridade (blo2204). A
rotina2200pode continuar para o blo2016da FIG.20.

[00282] Voltando ao bloco de decis&?02 e se a posicdo do nucleotideo for
determinada como um erro do processo, o0 modul@detgxina pode identificar posi¢cdes de ndo
complementaridade como sitios de possivel danovinao DNA (bloco2206, como resultante
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da exposicdo a uma genotoxina. Apos a identificagdmodulo de genotoxina pode gerar um
relatorio de danos ao DNA a ser associado ao ctinflsndados especificos da amostra no banco
de dados (bloc@208. Em algumas modalidades, o relatério de dandSNW pode ser usado
para inferir o mecanismo de acdo de uma poteneratgxina (ndo mostrada). A rotiBa00pode
continuar para o bloc®016da FIG.20.

[00283] A FIG. 23 é um diagrama de fluxo que ilustra uma rof2880para detectar
e identificar uma exposi¢ao a carcinégenos ou Pagenos em um sujeito. A roti2d00 pode
ser invocada pelo dispositivo de computacédo da FdGA rotina2300comeca no bloc2302e
0 moédulo de genotoxina recebe dados de Sequendiamaplex da FIG20 (por exemplo, apds
0 bloco2016 e, opcionalmente, dados de genotoxicidade daZEl@or exemplo, apds o bloco
2116 e confirma que a amostra foi exposta a uma gematgbloco2304). Em seguida, 0 modulo
de genotoxina identifica variantes na sequénciantke regido genémica alvo (por exemplo, gene)
(bloco 2306. Por exemplo, 0 mdédulo de genotoxina pode amalisaios de Sequenciamento
Duplex e dados de genotoxicidade em loci genétispscificos (por exemplo, genes ativadores
de cancer, oncogenes, etc.). Em seguida, o modujemnbtoxina calcula uma frequéncia de alelo
variante (VAF) (blocd®2308.

[00284] No bloco de decisd®31Q a rotina2300determina se a VAF é maior em um
grupo de teste do que em um grupo de controle \@d=ado grupo de teste n&do for maior que um
grupo de controle, o0 modulo de genotoxina marcageni@ para diminuir a suspeita de ser
cancerigeno (bloc2312. A rotina2300pode entdo continuar no blog814 onde terminaSe a
VAF for maior no grupo de teste do que no grupecatgrole, a rotin300continuara no bloco
de decisd@316 onde a rotina 2300 determina se uma mutacao éindleto.

[00285] Se a mutacgéao for singleto, 0 moédulo de genotoxamacteriza 0 agente com
um nivel médio de suspeita de ser carcinogenol@dtd. Se a mutacao for determinada como
nao singleto (isto €, um multipleto), a rotina douméra no bloco de decis282Q em que a rotina
2300determina se uma variante é detectada no geneeaeaa variante é consistente com uma
mutacéo ativadora (por exemplo, uma mutacao cotaear ativar o crescimento/transformacao
do cancer).

[00286] Se a mutacdo ndo for uma mutacdo ativadora, o mdadiil genotoxina
caracteriza 0 agente com um nivel médio de susgeitser cancerigeno (blo2818. Se a(s)
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variante(s) sdo consistentes com uma mutacao atavad médulo de genotoxina caracteriza o
agente com um alto nivel de suspeita de ser unteagarcinogeno (bloc2322.

[00287] Para agentes que foram caracterizados com ummaaib de suspeita (no
bloco 2318 ou um alto nivel de suspeita (no bl&218, o médulo de genotoxina pode avaliar
um limiar de seguranca para o agente carcinégemo @éterminar um risco associado ao
desenvolvimento de uma doencga ou disturbio assoéiaEnotoxina apis a exposi¢ao no sujeito
(bloco2324. A rotina2300pode entdo continuar no blo2814 onde termina

[00288] Outras etapas e rotinas também s&o contempladapslente tecnologia.
Por exemplo, o sistema (por exemplo, o médulo detgeina ou outro mddulo) pode ser
configurado para analisar os dados de genotoxirgadeerminar se um sujeito foi exposto a uma
genotoxina, se um agente/fator de teste € genotédaterminar sob quais caracteristicas uma
genotoxina € mutagénica ou carcinogénica e sentehadutras etapas podem incluir determinar
se um sujeito deve ser tratado profilaticamenteesapeuticamente com base nos dados de
genotoxina derivados da amostra biol6gica de ueiteugm particular. Por exemplo, depois que
as genotoxinas séo identificadas usando o sistersarvidor pode determinar se o sujeito foi
exposto a mais do que um nivel limiar seguro detgaima. Nesse caso, podem ser iniciados
tratamentos de doencas profilaticas ou inibidoras.

Exemplos adicionais

1. Um método para detectar e quantificar mutacéasmicas desenvolvidas vivo
em um sujeito apos a exposicao do sujeito a umganieo, compreendendo:

fornecer uma amostra do sujeito, em que a amastnareende moléculas de DNA de fita
dupla;

gerar uma leitura de sequéncia corrigida por eara gada uma de uma pluralidade de
moléculas de DNA de fita dupla na amostra, compleedo:

gerar um conjunto de copias de uma primeira fiigireel da molécula de DNA adaptador
e um conjunto de copias de uma segunda fita otigaanolécula de DNA-adaptador;

sequenciar o conjunto de cépias da primeira e glanska fitas originais para fornecer uma
sequéncia da primeira fita e uma sequéncia da dediia; e

comparar a sequéncia da primeira fita e a sequéacsggunda fita para identificar uma
ou mais correspondéncias entre a sequéncia daiggienda segunda fita; e
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analisar as uma ou mais correspondéncias parardeéerum espectro de mutacdo para as
moléculas de DNA de fita dupla na amostra.

2. O método do exemplo 1, compreendendo aindalaaloma frequéncia mutante
para as moléculas de DNA de fita dupla alvo, calodb o nimero de mutagdes Unicas por par de
bases duplex sequenciado.

3. O método do exemplo 1, em que as moléculas dé @Nfita dupla alvo foram
extraidas do figado, baco, sangue, pulm&o ou médseka do sujeito.

4. O método do exemplo 1, em que o sujeito foi ssgp@ao mutagénico 30 dias ou
menos antes das moléculas de DNA de fita duplassdwem removidas do sujeito.

5. O método do exemplo 1, em que o espectro decAmtagerado por agrupamento
hierarquico ndo supervisionado do espectro de rdatac

6. O método do exemplo 1, em que 0 espectro decamtaum espectro de mutacao
tripleto.

7. O método do exemplo 1, em que a geragdo de eitneal de sequéncia corrigida
por erro para cada uma de uma pluralidade de makde DNA de fita dupla inclui gerar leituras
de sequéncia corrigidas por erro de uma ou mai8aggendmicas direcionadas.

8. O método do exemplo 7, em que a uma ou maiSasgjendmicas direcionadas é
um sitio propenso a mutacao no genoma.

9. O método do exemplo 7, em que a uma ou maiSaggjendmicas direcionadas é
um gene ativador de cancer conhecido.

10. O método do exemplo 1, em gque o sujeito é umarransgénico e em que pelo
menos algumas das moléculas de DNA de fita duptaiatluem uma ou mais por¢bes de um
transgene.

11. O meétodo do exemplo 1, em que o sujeito é umamao transgénico e em que
as moléculas de DNA de fita dupla alvo compreendsgides gendmicas enddgenas.

12. O método do exemplo 1, em que o sujeito € umaho e em que as moléculas de

DNA de fita dupla alvo séo extraidas de uma caletaangue retirada do humano.
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13. Um método para gerar uma assinatura mutagé&ecam agente de teste,
compreendendo:

fragmentos de DNA de sequenciamento duplex extsaldaim sujeito de teste exposto ao
agente de teste; e

gerar uma assinatura mutagénica do agente dedestpreendendo:

calcular uma frequéncia mutante para uma pluradiddfragmentos de DNA, calculando
0 numero de mutacdes Unicas por par de bases diggjeenciado; e

determinar um padrdo de mutacéo para a pluralidaddragmentos de DNA, em que o
padrdo de mutacdo inclui o tipo de mutacdo, o gtmtde trinucleotideo de mutagédo e a
distribuicdo genGmica de mutacdes.

14. O método do exemplo 13, compreendendo aindp&@@ma assinatura de mutacao
do agente de teste com assinaturas de mutacdoadewmais genotoxinas conhecidas.

15. O método do exemplo 13, em que a assinatunauticdo do agente de teste varia
com base em um ou mais de um tipo de tecido, uel der exposi¢cdo ao agente de teste, uma
regido gendmica e um tipo de sujeito.

16. O método do exemplo 15, em que o tipo de sugeitélulas humanas cultivadas
em cultura.

17. O método do exemplo 13, em que o animal de fesexposto ao composto de
teste 30 dias ou menos antes do animal ser sadafic

18. O método do exemplo 13, em que a assinaturag@énica € gerada pela
correspondéncia de padrdes computacionais.

19. O método do exemplo 13, em que a assinaturauacdo € uma assinatura de
mutacéo tripleto.

20. O método do exemplo 13, em que os fragmentoBNi& de sequenciamento
duplex incluem o sequenciamento duplex de uma asl regides gendmicas direcionadas.

21. O método do exemplo 20, em que a uma ou ngiBae gendmicas direcionadas
€ um sitio propenso a mutagdo no genoma.

22. O meétodo do exemplo 20, em que a uma ou ngiBae gendmicas direcionadas

€ um gene ativador de cancer conhecido.

Peticao 870200101565, de 13/08/2020, pag. 139/205



113/122

23. O método do exemplo 13, em que o animal de &atm animal transgénico e em
que pelo menos alguns dos fragmentos de DNA inclum@a ou mais por¢coes de um transgene.

24. O método do exemplo 13, em que o animal de &sm animal ndo transgénico e
em gue os fragmentos de DNA compreendem regidgsgeas endogenas.

25. Um método para avaliar um potencial genotoxieo um agente de teste,
compreendendo:

(a) preparar uma biblioteca de sequenciamentota daruma amostra compreendendo
uma pluralidade de fragmentos de DNA de fita d@ppartir de uma fonte biolégica exposta ao
agente de teste, em que a preparacdo da biblidecsequéncias compreende a ligacéo de
moléculas adaptadoras assimétricas a pluralidadiagi®mentos de DNA de fita dupla para gerar
uma pluralidade de moléculas de DNA-adaptador;

(b) sequenciar a primeira e a segunda fitas dagéamlals adaptador-DNA para fornecer
uma leitura de sequéncia da primeira e uma sedaitdaa de sequéncia da segunda fita para cada
molécula adaptador-DNA,;

(c) para cada molécula adaptador-DNA, comparait@dede sequéncia da primeira fita
com a leitura de sequéncia da segunda fita pandéifidar uma ou mais correspondéncias entre as
a leituras de sequéncias da primeira e da seguadad

(d) determinar uma assinatura de mutacao do agenteste analisando as uma ou mais
correspondéncias entre as leituras de sequénc@skira e da segunda fitas para cada uma das
moléculas de DNA-adaptador para determinar pelcosiem de um padrdo de mutag&o, um tipo
de mutacdo, uma frequéncia mutante, uma distribuligtipo de mutagcéo e uma distribuicao
gendmica de mutacdes na amostra; e

(e) comparar a assinatura de mutacao do agentstdecom um espectro de pluralidade
de mutacdo derivado de genotoxinas conhecidasdeteaminar se a assinatura de mutacéao €
suficientemente semelhante a um espectro de muti@cma genotoxina conhecida; ou

(f) avaliar se pelo menos uma das frequéncias rregan tipo de mutacao ou a distribuicao
do tipo de mutac&o esta acima de um nivel limiguise ou

(g) determinar se a frequéncia mutante excedemrarliseguro de frequéncia mutante.

26. O método do exemplo 25, em que uma assinaturautiacdo do agente de teste

compreende uma frequéncia mutante acima de umaéinedn limiar segura.
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27. O método do exemplo 25, em que a assinaturaudacdo do agente de teste
compreende um padrao de mutacao suficientementisamme ao padrédo de mutagéo conhecido
associado ao cancer.

28. O método do exemplo 25, em que a fonte bicddgipelo menos uma das células
cultivadas em cultura, um animal, um humano, umaalgem celular humana, um animal
transgénico, um animal n&o transgénico, uma amastiecido humano ou uma amostra de sangue
humano.

29. O meétodo do exemplo 25, em que a fonte biotofficexposta ao agente de teste
30 dias ou menos antes da extracdo da amostraeeng@ndo uma pluralidade de fragmentos de
DNA de fita dupla.

30. O método do exemplo 25, em que a assinaturauiacdo € uma assinatura de
mutacéao tripleto.

31. O método do exemplo 25, em que antes de comadmtura de sequéncia da
primeira fita com a leitura de sequéncia da segtitalao método compreende associar a leitura
de sequéncia da primeira fita com a leitura de &asgja da segunda fita usando um ou mais de
uma sequéncia adaptadora, comprimento de leitusaglgncia e informacdes originais da fita.

32. O método do exemplo 25, em que antes de prephiblioteca de sequenciamento,
o método compreende ainda expor a fonte biolégicagante de teste.

33. O método do exemplo 32, em que antes de exfunta biologica ao agente de
teste, a fonte biolégica é ou compreende um tededcancer.

34. O método do exemplo 32, em que antes de exfmnta bioldgica ao agente de
teste, a fonte biolégica é ou compreende um tesadodavel.

35. O método do exemplo 25, em que a amostra @mpreende uma amostra de
sangue.

36. O método do exemplo 25, em que a amostra @mpreende uma linhagem de
células cancerigenas.

37. O método do exemplo 25, em que a fonte bicddbgiompreende células
cancerigenas e em que a substancia é testada qugenotoxicidade seletiva em pelo menos uma
porcdo das células cancerigenas.

38. O método do exemplo 37, em que a substanaia@mposto terapéutico.
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39. O método do exemplo 38, em que para a por¢sicé&lalas cancerigenas que se
mostra sensivel a genotoxicidade seletiva do cotapgespéutico, o método compreende ainda
determinar uma ou mais de uma frequéncia mutanta espectro de mutacao para a por¢cao da
células cancerigenas antes da exposicao ao contpospéutico.

40. O método do exemplo 25, em que o0 agente dedesipreende um alimento,
uma droga, uma vacina, uma substancia cosméticaditivo industrial, um subproduto
industrial, destilado de petroleo, metal pesadadyo de limpeza doméstico, particulados
transportados pelo ar, subproduto de fabricacadanunante, plastificante, detergente, produto
emissor de radiagdo, produto de tabaco, materialigo ou material bioldgico.

41. Um método para determinar a exposicdo de ueiteg um agente genotoxico,
compreendendo:

comparar 0 espectro de mutacdo do DNA de sujebos espectros de mutacdo de
compostos mutagénicos conhecidos; e

identificar os espectros de mutagcdo de compostotag@nicos conhecidos mais

semelhantes ao espectro de mutacdo de DNA docsujeit

D~

42. O método do exemplo 41, em que o espectro dacdm do DNA do sujeito

avaliado por Sequenciamento Duplex.

[N

43. O método do exemplo 41, em que o espectro dacdm do DNA do sujeito
gerado a partir do DNA extraido do sangue do péeien

44. O método do exemplo 41, em que o espectro dacdmdo DNA do sujeito € um
espectro de mutagao tripleto.

45, O método do exemplo 41, compreendendo aindeesei@r o DNA do sujeito para
gerar o0 espectro de mutacdo do DNA do sujeito.

46. O método do exemplo 45, em que o sequenciantien2ZNA do sujeito inclui o
sequenciamento de um ou mais genes ativadoresidera@nhecidos.

47. Um kit capaz de ser usado no sequenciamenttexdwprrigido por erro de
polinucleotideos de fita dupla para identificar gfewinas, o kit, compreendendo:

pelo menos um conjunto de iniciadores de reacacagteia de polimerase (PCR) e pelo
menos um conjunto de moléculas adaptadoras, enogjugciadores e moléculas adaptadoras
podem ser utilizados em experimentos de sequengctardaplex corrigido por erro; e
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instrucées sobre métodos de uso do kit na condig&equenciamento duplex corrigido
por erro do DNA extraido da amostra de um sujara dentificar se o sujeito foi exposto a pelo
menos uma genotoxina.

48. O kit do exemplo 47, em que o reagente comgdeeama enzima de reparo do DNA.

49. O kit do exemplo 47, em que cada uma das ma@daptadoras no conjunto de
moléculas adaptadoras compreende pelo menos unmeénséa de identificador de molécula Unica
(SMI) e pelo menos um elemento de definicdo de fita

50. O kit do exemplo 47 compreende ainda um prodetgprograma de computador
incorporado em um meio legivel por computador maositério que, quando executado em um
computador, executa etapas para determinar unuigalele sequenciamento duplex corrigida por
erro para uma ou mais moléculas de DNA de fitaalapt uma amostra e determinar a frequéncia
mutante, espectro de mutacao e/ou espectro trigidgp@lo menos uma genotoxina usando a leitura
de sequenciamento duplex corrigida por erro.

51. O kit do exemplo 50, em que o produto do pmogrde computador determina ainda o
mecanismo de acdo da genotoxina na mutacédo do [@NANdsujeito; e tratamentos terapéuticos
ou profilaticos adequados para administracdo aeitsugom base no mecanismo de acao da
genotoxina.

52. Um método para diagnosticar e tratar um sujekposto a uma genotoxina,
compreendendo:

a) determinar se um sujeito foi exposto a uma @i por:

i) obter uma amostra biolégica do sujeito;

i) fornecer leituras de sequenciamento corrigjg@aserro duplex para uma pluralidade de
sequéncias de DNA de fita dupla extraidas da aajostr

iii) determinar a frequéncia mutante, espectro deagéo e/ou espectro de mutacgao tripleto
das sequéncias de DNA,;

Iv) determinar se a frequéncia mutante, espectrmdi&acéo e/ou espectro de mutacao
tripleto € indicativo de que o sujeito foi expoatama genotoxina;

b) se o sujeito tiver sido exposto a genotoxinendoer um tratamento profilatico e/ou

terapéutico para prevenir ou inibir o inicio de whoanc¢a ou distlrbio associado a genotoxina.
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53. Um método para identificar um nivel limiar dge@sicdo segura a uma genotoxina
e fornecer tratamento, compreendendo:

a) determinar o nivel limiar de exposi¢cao segurarda genotoxina,

b) determinar se um sujeito foi exposto a genotorim um nivel superior ao nivel limiar
de exposicao segura por:

i) obter uma amostra biolégica do sujeito;

i) fornecer leituras de sequenciamento corrigaserro duplex para uma pluralidade de
sequéncias de DNA de fita dupla extraidas da ambgitogica;

iii) determinar a frequéncia mutante, espectro deagéo e/ou espectro de mutagéo tripleto
das sequéncias de DNA,;

iv) determinar se a frequéncia mutante, espectromdi&acédo e/ou espectro de mutacao
tripleto séo indicativos de que o sujeito foi expasuma genotoxina especifica;

v) calcular o nivel de exposicéo do sujeito & gexioh com base na frequéncia mutante,
espectro de mutagéo e/ou espectro de mutacaddriple

C) se o0 sujeito tiver sido exposto a mais que uwelnimiar de exposicdo segura a
genotoxina, fornecer um tratamento profilatico eékrapéutico para prevenir ou inibir o inicio de
uma doenca ou disturbio associado a genotoxina.

54. Um sistema para detectar e identificar evemiai;génicos e/ou eventos de danos
aos acidos nucleicos resultantes da exposicao@eocatde uma amostra, compreendendo:

uma rede de computadores para transmissdo de afdes relacionadas a dados de
sequenciamento e dados de genotoxicidade, em guéoaracdes incluem um ou mais dados
brutos de sequenciamento, dados de sequenciamepiexd informagdes de amostra e
informacdes de genotoxina;

um computador cliente associado a um ou mais dispssde computacdo do usuario e
em comunicagdo com a rede de computadores;

um banco de dados conectado a rede de computq@weearmazenar uma pluralidade de
perfis de genotoxinas e registros de resultadassdério;

um modulo de sequenciamento duplex em comunicag@oacrede de computadores e
configurado para receber dados brutos de sequeswiane solicitacdes do computador cliente
para gerar dados de sequenciamento duplex, leitlrasequéncias de grupos de familias que
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representam uma molécula original de acido nucléieofita dupla e comparar sequéncias
representativas de fitas individuais uma com aagodira gerar dados de sequenciamento duplex;
e

um modulo de genotoxina em comunicacdo com a redmohputadores e configurado
para comparar dados de sequenciamento duplex gfaranciar informacgdes de sequéncia para
identificar mutacdes e gerar dados de genotoximgpoeendendo pelo menos uma dentre uma
frequéncia mutante, um espectro de mutacao e uectesle mutacao tripleto.

55. O sistema do exemplo 54, em que os perfis detgeina compreendem espectro
de mutacao de genotoxina a partir de uma pluradidigdgenotoxinas conhecidas.

56. Um meio de armazenamento nao transitorio, étgigor computador,
compreendendo instru¢cdes que, quando executadasnpou mais processadores, executam um
método de qualquer um dos exemplos 1-46 e 52-F8dserminar se um sujeito esta exposto a
pelo menos uma genotoxina e/ou determinar umaiddetd de pelo menos uma genotoxina.

57. O meio de armazenamento legivel por computadloitransitorio do exemplo 56,
compreendendo ainda calcular o espectro de mutacBiequéncia mutante e/ou o espectro de
mutacéao tripleto de um agente detectado, a partjudl é determinada a identidade de pelo menos
uma genotoxina.

58. Um sistema de computador para executar um méimdualquer um dos exemplos
1-46 e 52-53 para determinar se um sujeito estastéxg/ou uma identidade de pelo menos uma
genotoxina, o sistema compreendendo: pelo mena®orputador com um processador, memoria,
banco de dados e um meio de armazenamento legorelcgmputador n&o transitorio
compreendendo instru¢des para o(s) processada(esje o(s) referido(s) processador(es) esta
configurado para executar as referidas instruc@ea pxecutar operacées compreendendo 0s
métodos de qualquer um dos exemplos 1-53.

59. O sistema do exemplo 58, compreendendo aindsisiema de computador em
rede que compreende:

a. uma rede com ou sem fio;

b. uma pluralidade de dispositivos de computagétodelica do usuario capazes de receber

dados derivados do uso de um kit compreendend@mésgy para extrair, amplificar e produzir
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uma sequéncia polinucleotidica da amostra de ueita@ transmitir a sequéncia polinucleotidica
via rede para um servidor remoto; e

c. um servidor remoto compreendendo o processadmemoria, 0 banco de dados e o
meio de armazenamento legivel por computador résitorio compreendendo instrugdes para
o(s) processador(es), em que o(s) referido(s) psacior(es) esta(ao) configurado(s) para executar
as referidas instrugdes para executar operacdegreendendo os métodos de qualquer um dos
exemplos 1-46 e 52-53; e

d. em que o referido servidor remoto € capaz dectite identificar eventos mutagénicos
e/ou eventos de danos aos &cidos nucleicos retmgtda exposicdo genotoxica de uma amostra.

60. O sistema do exemplo 59, em que o banco desdada um banco de dados de
terceiros acessiveis via rede, compreende aindgluraidade de registros compreendendo um
ou mais de um perfil de genotoxina de genotoximahecidas, um perfil de genotoxina de pelo
menos uma amostra do sujeito, e em que o perfedetoxina compreende uma mutagao ou um
sitio de dano ao DNA.

61. Um meio legivel por computador ndo transitaigp conteudo faz com que pelo
menos um computador execute um meétodo para fordeckrs de sequenciamento duplex para
moléculas de &cido nucleico de fita dupla em umasta de um ensaio de triagem de
genotoxicidade, 0 método compreendendo:

receber dados de sequéncia bruta de um dispod#icomputacédo do usuario; e

criar um conjunto de dados especificos de amosirgoreendendo uma pluralidade de
leituras de sequéncia bruta derivadas de uma pladsd de moléculas de acido nucleico na
amostra;

as leituras de sequéncia de agrupamento de fangiliasrepresentam uma molécula
original de acido nucleico de fita dupla, em quegoupamento € baseado em uma sequéncia de
identificador de molécula Unica compartilhada;

comparar uma sequéncia da primeira fita e a sequéacsegunda fita a partir de uma
molécula original de acido nucleico de fita dupdaigpidentificar uma ou mais correspondéncias
entre as leituras de sequéncia da primeira e dmdaditas; e

fornecer dados de sequenciamento duplex para &sutaé de acido nucleico de fita dupla
na amostra.
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62. O meio legivel por computador do exemplo 6Inm@endendo ainda identificar
posi¢cdes nucleotidicas de ndo complementaridade enforimeira e a segunda sequéncias
comparadas, em que o método compreende ainda:

em posi¢coes de ndo complementaridade, identifiedm@nar ou descontar os erros do
processo; e

em posicoes de ndo complementaridade que ndoes@dichdas como erros de processo,
identificar as posicdes restantes de ndo complemeéatie como sitios de possiveis danos in vivo
ao DNA resultantes da exposi¢cado a uma genotoxina.

63. Um meio legivel por computador nao transitéeigp contetdo faz com que pelo
menos um computador execute um método para deteckdentificar eventos mutagénicos
resultantes da exposicdo genotdxica de uma amostratodo compreendendo:

comparar dados de sequéncia duplex para fazeénefara informacdes de sequéncia;

identificar muta¢des nos dados da sequéncia duphexque uma mutacao é identificada
como uma regiao de n&o concordancia com a inforondedeferéncia;

determinar uma frequéncia mutante nos dados d&sei@uduplex;

gerar um espectro de mutacédo a partir dos dadssgiggncia duplex;

gerar um espectro de mutacéo tripleto a partiddo®s da sequéncia duplex; e

comparar o espectro de mutacéo e/ou o espectra@edo tripleto a uma pluralidade de
conjuntos de dados de genotoxina conhecidos.

64. Um meio legivel por computador ndo transitaigp conteudo faz com que pelo
menos um computador execute um método para detectaientificar uma exposicdo a
carcin0genos ou carcin6genos em um sujeito, o raétomhpreendendo:

identificar variantes de sequéncia em uma regidwmea alvo usando dados de
sequenciamento duplex gerados a partir de uma eardissujeito;

calcular uma frequéncia de alelo variante (VAFudea amostra de teste e uma amostra
de controle;

determinar se uma VAF € maior em um grupo de tistgue em um grupo de controle;

em amostras com uma VAF mais alta, determinar sevariante de sequéncia € um nao

singleto;
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em amostras com uma VAF mais alta, determinavaéante de sequéncia é uma mutacao
ativadora; e

caracterizar amostras com uma mutacao ndo singletoativadora como suspeita de ser
um carcinogeno.

65. Um meio legivel por computador ndo transitdigoexemplo 64, compreendendo
ainda avaliar um limiar de seguranca para o0 cageind e/ou determinar um risco associado ao
desenvolvimento de uma doenca ou disturbio assméagnotoxina apids a exposicao no sujeito.
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Concluséo

[00290] As descri¢cOes detalhadas acima de modalidadesnlaldgia ndo pretendem
ser exaustivas ou limitar a tecnologia a forma ipeedivulgada acima. Embora modalidades
especificas e exemplos para a tecnologia sejanritdssacima para fins ilustrativos, varias
modificacdes equivalentes sdo possiveis dentrcsdope da tecnologia, como reconhecerdo os
versados na técnica. Por exemplo, enquanto assetapapresentadas em uma determinada ordem,
modalidades alternativas podem executar etapasverotdem diferente. As varias modalidades
descritas neste documento também podem ser coralirgata fornecer outras modalidades.
Todas as referéncias aqui citadas séao incorpomtasferéncia como se aqui fossem totalmente
estabelecidas.

[00291] Pelo exposto, sera apreciado que modalidades &speda tecnologia foram
descritas aqui para fins de ilustracdo, mas esasieifuncdes conhecidas nao foram mostradas ou
descritas em detalhes para evitar obscurecer dess@m@mente a descricdo das modalidades da
tecnologia. Onde o contexto permitir, os termosingular ou no plural também podem incluir o
termo no plural ou no singular, respectivamente.

[00292] Além disso, a menos que a palavra “ou” seja expreesnte limitada a
significar apenas um unico item exclusivo dos auttens em referéncia a uma lista de dois ou
mais itens, o uso de “ou” nessa lista deve sergregado como incluindo (a) qualquer item anico
da lista, (b) todos os itens da lista ou (c) qualgqrombinacdo dos itens da lista. Além disso, o
termo "compreendendo” é usado para significar &usdo de pelo menos o(s) recurso(s)
recitado(s), de modo que qualquer nimero maiorekmo recurso e/ou tipos adicionais de outros
recursos nao sejam excluidos. Também serd apreciadomodalidades especificas foram
descritas aqui para fins de ilustracdo, mas quasvarodificacbes podem ser feitas sem se desviar
da tecnologia. Além disso, embora as vantagen<iasiss a certas modalidades da tecnologia
tenham sido descritas no contexto dessas modatidadizas modalidades também podem exibir
essas vantagens, e nem todas as modalidades pramsassariamente exibir essas vantagens
para se enquadrarem no escopo da tecnologia. Reeguinte, a divulgacdo e a tecnologia
associada podem abranger outras modalidades nBessamente mostradas ou descritas aqui.

[00293] Os nomes dos produtos usados nesta divulgacdopsfiasapara fins de
identificacdo. Todas as marcas comerciais saoajgipdade de seus respectivos donos.
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REIVINDICACOES

1. Método para detectar e quantificar mutacfesmeas desenvolvidas vivo em
um sujeito apds a exposicdo do sujeito a um muiegércaracterizado pelo fato de que
compreende:

fornecer uma amostra do sujeito, em que a amastnareende moléculas de DNA de fita
dupla;

gerar uma leitura de sequéncia corrigida por eara gada uma de uma pluralidade de
moléculas de DNA de fita dupla na amostra, compleedo:

gerar um conjunto de copias de uma primeira fiigireel da molécula de DNA adaptador
e um conjunto de copias de uma segunda fita otigaanolécula de DNA-adaptador;

sequenciar o conjunto de cépias da primeira e glanska fitas originais para fornecer uma
sequéncia da primeira fita e uma sequéncia da dediia; e

comparar a sequéncia da primeira fita e a sequéacsggunda fita para identificar uma
ou mais correspondéncias entre a sequéncia daiggienda segunda fita; e

analisar as uma ou mais correspondéncias parardeaerum espectro de mutacao para as
moléculas de DNA de fita dupla na amostra.

2. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, caraeido pelo fato de que
compreende ainda calcular uma frequéncia mutamgegzsamoléculas de DNA de fita dupla alvo,
calculando o numero de mutacdes Unicas por paaskshduplex sequenciado.

3. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, caraeio pelo fato de que as
moléculas de DNA de fita dupla alvo foram extraidagigado, baco, sangue, pulmé&o ou medula
0ssea do sujeito.

4. Método, de acordo com a reivindicacao 1, cariaeido pelo fato de que o sujeito
foi exposto ao mutagénico 30 dias ou menos antemdiculas de DNA de fita dupla alvo serem
removidas do sujeito.

5. Método, de acordo com a reivindicacado 1, caraeido pelo fato de que o espectro
de mutacéo é gerado por agrupamento hierarquicsugvisionado do espectro de mutacao.

6. Método, de acordo com a reivindicacao 1, caraeido pelo fato de que o espectro

de mutacdo é um espectro de mutacgdo tripleto.
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7. Método, de acordo com a reivindicacao 1, caraetgo pelo fato de que a geracao
de uma leitura de sequéncia corrigida por erro gatia uma de uma pluralidade de moléculas de
DNA de fita dupla inclui gerar leituras de sequéanmrrigidas por erro de uma ou mais regides
gendmicas direcionadas.

8. Método, de acordo com a reivindicagéo 7, cariaetgo pelo fato de que a uma ou
mais regides gendmicas direcionadas é um siticepsgpa mutacdo no genoma.

9. Método, de acordo com a reivindicacéo 7, cariaetgo pelo fato de que a uma ou
mais regides gendémicas direcionadas € um genalatida cancer conhecido.

10. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, caraetdo pelo fato de que o sujeito
€ um animal transgénico e em que pelo menos algdasasoléculas de DNA de fita dupla alvo
incluem uma ou mais por¢des de um transgene.

11. Método, de acordo com a reivindicacao 1, caraetdo pelo fato de que o sujeito
€ um animal ndo transgénico e em que as molécal®@NA de fita dupla alvo compreendem
regies gendbmicas enddgenas.

12. Método, de acordo com a reivindicacao 1, caraetdo pelo fato de que o sujeito
€ um humano e em que as moléculas de DNA de figadivo séo extraidas de uma coleta de
sangue retirada do humano.

13. Método para gerar uma assinatura mutagénioandegente de teste, caracterizado
pelo fato de que compreende:

fragmentos de DNA de sequenciamento duplex extsaldaim sujeito de teste exposto ao
agente de teste; e

gerar uma assinatura mutagénica do agente dedestpreendendo:

calcular uma frequéncia mutante para uma pluragidedfragmentos de DNA, calculando
0 numero de mutacdes Unicas por par de bases diggjeenciado; e

determinar um padrdo de mutacéo para a pluralidaddragmentos de DNA, em que o
padrdo de mutacdo inclui o tipo de mutacdo, o etmtde trinucleotideo de mutagcédo e a
distribuicdo genémica de mutacdes.

14. Método, de acordo com a reivindicacdo 13, tem@ado pelo fato de que
compreende ainda comparar a assinatura de mutacé&gehte de teste com assinaturas de

mutacéo de uma ou mais genotoxinas conhecidas.
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15. Método, de acordo com a reivindicacdo 13, taraado pelo fato de que a
assinatura de mutacao do agente de teste varid@senem um ou mais de um tipo de tecido, um
nivel de exposicao ao agente de teste, uma regréingca e um tipo de sujeito.

16. Método, de acordo com a reivindicacdo 15, taraado pelo fato de que o tipo de
sujeito é células humanas cultivadas em cultura.

17. Método, de acordo com a reivindicacdo 13, taraado pelo fato de que o animal
de teste foi exposto ao composto de teste 30 diasemos antes do animal ser sacrificado.

18. Método, de acordo com a reivindicacdo 13, taraado pelo fato de que a
assinatura mutagénica é gerada pela correspondfnpidroes computacionais.

19. Método, de acordo com a reivindicacdo 13, taraado pelo fato de que a
assinatura de mutacdo € uma assinatura de mutgjétot

20. Método, de acordo com a reivindicacdo 13, taraado pelo fato de que os
fragmentos de DNA de sequenciamento duplex incloseguenciamento duplex de uma ou mais
regides gendmicas direcionadas.

21. Método, de acordo com a reivindicacao 20, ¢ar@ado pelo fato de que a uma
ou mais regides gendmicas direcionadas é um s@mepso a mutacao no genoma.

22. Método, de acordo com a reivindicagcdo 20, teriaado pelo fato de que a uma
ou mais regiées gendmicas direcionadas é um gesmelat de cancer conhecido.

23. Método, de acordo com a reivindicacéo 13, taraado pelo fato de que o animal
de teste € um animal transgénico e em que pelosragans dos fragmentos de DNA incluem
uma ou mais por¢cdes de um transgene.

24. Método, de acordo com a reivindicacdo 13, taraado pelo fato de que o animal
de teste € um animal ndo transgénico e em queagméntos de DNA compreendem regides
gendmicas enddgenas.

25. Método para avaliar um potencial genotoxicaileagente de teste, caracterizado
pelo fato de que compreende:

(a) preparar uma biblioteca de sequenciamentota daruma amostra compreendendo
uma pluralidade de fragmentos de DNA de fita da@ppartir de uma fonte bioldgica exposta ao

agente de teste, em que a preparacado da biblidecsequéncias compreende a ligacdo de

Peticao 870200101565, de 13/08/2020, pag. 152/205



4/12

moléculas adaptadoras assimétricas a pluralidadagi®mentos de DNA de fita dupla para gerar
uma pluralidade de moléculas de DNA-adaptador;

(b) sequenciar a primeira e a segunda fitas dagéamlals adaptador-DNA para fornecer
uma leitura de sequéncia da primeira e uma sedaitdea de sequéncia da segunda fita para cada
molécula adaptador-DNA,;

(c) para cada molécula adaptador-DNA, comparait@rdede sequéncia da primeira fita
com a leitura de sequéncia da segunda fita pandéifidar uma ou mais correspondéncias entre as
a leituras de sequéncias da primeira e da segitadad

(d) determinar uma assinatura de mutacao do agenteste analisando as uma ou mais
correspondéncias entre as leituras de sequénc@suiira e da segunda fitas para cada uma das
moléculas de DNA-adaptador para determinar pelcosiem de um padrédo de mutag&o, um tipo
de mutacdo, uma frequéncia mutante, uma distribuiigitipo de mutacédo e uma distribuicéo
gendmica de mutacdes na amostra; e

(e) comparar a assinatura de mutacao do agentestdecom um espectro de pluralidade
de mutacdo derivado de genotoxinas conhecidasdeteaminar se a assinatura de mutacéao €
suficientemente semelhante a um espectro de muti@céma genotoxina conhecida; ou

(f) avaliar se pelo menos uma das frequéncias rregan tipo de mutacao ou a distribuicao
do tipo de mutagéo esta acima de um nivel limiguse ou

(g) determinar se a frequéncia mutante excedemrarliseguro de frequéncia mutante.

26. Método, de acordo com a reivindicacdo 25, taraado pelo fato de que uma
assinatura de mutacdo do agente de teste compraemdrequéncia mutante acima de uma
frequéncia limiar segura.

27. Método, de acordo com a reivindicacdo 25, taraado pelo fato de que a
assinatura de mutacdo do agente de teste compraengdrdao de mutacdo suficientemente
semelhante ao padrdo de mutacdo conhecido assacadmcer.

28. Método, de acordo com a reivindicacdo 25, taraado pelo fato de que a fonte
biologica é pelo menos uma das células cultivadgas@tura, um animal, um humano, uma
linhagem celular humana, um animal transgénicoaanimal ndo transgénico, uma amostra de

tecido humano ou uma amostra de sangue humanao.
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29. Método, de acordo com a reivindicacdo 25, teraado pelo fato de que a fonte
biolégica foi exposta ao agente de teste 30 diasmenos antes da extracdo da amostra
compreendendo uma pluralidade de fragmentos de @Nta dupla.

30. Método, de acordo com a reivindicacdo 25, taraado pelo fato de que a
assinatura de mutagdo € uma assinatura de mutgjatot

31. Método, de acordo com a reivindicacdo 25, tar@ado pelo fato de que antes de
comparar a leitura de sequéncia da primeira fita eoleitura de sequéncia da segunda fita, o
método compreende associar a leitura de sequéa@ardeira fita com a leitura de sequéncia da
segunda fita usando um ou mais de uma sequénc[@addaa, comprimento de leitura de
sequéncia e informacdes originais da fita.

32. Método, de acordo com a reivindicacéo 25, tar@ado pelo fato de que antes de
preparar a biblioteca de sequenciamento, o métoapreende ainda expor a fonte biolégica ao
agente de teste.

33. Método, de acordo com a reivindicacdo 32, tar@ado pelo fato de que antes de
expor a fonte biologica ao agente de teste, a funtégica € ou compreende um tecido de cancer.

34. Método, de acordo com a reivindicacéo 32, taraado pelo fato de que antes de
expor a fonte biolégica ao agente de teste, a tuntégica é ou compreende um tecido saudavel.

35. Método, de acordo com a reivindicagao 25, taraado pelo fato de que a amostra
€ ou compreende uma amostra de sangue.

36. Método, de acordo com a reivindicagao 25, taraado pelo fato de que a amostra
€ ou compreende uma linhagem de células cancesigena

37. Método, de acordo com a reivindicacdo 25, taraado pelo fato de que a fonte
biologica compreende células cancerigenas e em agumubstancia € testada quanto a
genotoxicidade seletiva em pelo menos uma porcéieélalas cancerigenas.

38. Método, de acordo com a reivindicacdo 37, taraado pelo fato de que a
substancia € um composto terapéutico.

39. Método, de acordo com a reivindicacao 38, tar@ado pelo fato de que para a
porcado das células cancerigenas que se mostraedelgjenotoxicidade seletiva do composto

terapéutico, 0 método compreende ainda determimarau mais de uma frequéncia mutante e
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um espectro de mutacdo para a porcao da célulasrigenas antes da exposicdo ao composto
terapéutico.

40. Método, de acordo com a reivindicacao 25, taraado pelo fato de que o
agente de teste compreende um alimento, uma drogayacina, uma substancia cosmeética, um
aditivo industrial, um subproduto industrial, diesto de petrdleo, metal pesado, produto de
limpeza doméstico, particulados transportados @elsubproduto de fabricagdo, contaminante,
plastificante, detergente, produto emissor de cadiaproduto de tabaco, material quimico ou
material bioldgico.

41. Método para determinar a exposicdo de um supgium agente genotodxico,
caracterizado pelo fato de que compreende:

comparar 0 espectro de mutacdo do DNA de sujebos espectros de mutacdo de
compostos mutagénicos conhecidos; e

identificar os espectros de mutagcdo de compostotag@nicos conhecidos mais
semelhantes ao espectro de mutacdo de DNA docsujeit

42. Método, de acordo com a reivindicacdo 41, taraado pelo fato de que o
espectro de mutacédo do DNA do sujeito é avaliad®pguenciamento Duplex.

43. Método, de acordo com a reivindicacdo 41, ¢ari@ado pelo fato de que o
espectro de mutagdo do DNA do sujeito é geradota ga DNA extraido do sangue do paciente.

44. Método, de acordo com a reivindicacdo 41, taraado pelo fato de que o
espectro de mutacédo do DNA do sujeito é um espdetrautacao tripleto.

45, Método, de acordo com a reivindicacdo 41, teraado pelo fato de que
compreende ainda sequenciar o DNA do sujeito parar® espectro de mutagédo do DNA do
sujeito.

46. Método, de acordo com a reivindicacdo 45, taraado pelo fato de que o
sequenciamento do DNA do sujeito inclui 0 sequenersto de um ou mais genes ativadores de
cancer conhecidos.

47. Kit capaz de ser usado no sequenciamento dugbexgido por erro de
polinucleotideos de fita dupla para identificar gfeminas, o kit, caracterizado pelo fato de que

compreende:
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pelo menos um conjunto de iniciadores de reacacagtaia de polimerase (PCR) e pelo
menos um conjunto de moléculas adaptadoras, enogjugciadores e moléculas adaptadoras
podem ser utilizados em experimentos de sequenotardaplex corrigido por erro; e

instrucdes sobre métodos de uso do kit na condig@equenciamento duplex corrigido
por erro do DNA extraido da amostra de um sujara dentificar se o sujeito foi exposto a pelo
menos uma genotoxina.

48. Kit, de acordo com a reivindicacéo 47, carazdeo pelo fato de que o reagente
compreende uma enzima de reparo do DNA.

49. Kit, de acordo com a reivindicagao 47, caraaeo pelo fato de que cada uma
das moléculas adaptadoras no conjunto de moléadkstadoras compreende pelo menos uma
sequéncia de identificador de molécula Unica (SMpelo menos um elemento de definicdo de
fita.

50. Kit, de acordo com a reivindicagéo 47, carazdeo pelo fato de que compreende
ainda um produto de programa de computador incadmoem um meio legivel por computador
nao transitério que, quando executado em um compytaxecuta etapas para determinar uma
leitura de sequenciamento duplex corrigida por pam@ uma ou mais moléculas de DNA de fita
dupla em uma amostra e determinar a frequéncianteytaspectro de mutacao e/ou espectro
tripleto de pelo menos uma genotoxina usando aréede sequenciamento duplex corrigida por
erro.

51. Kit, de acordo com a reivindicagao 50, carazaeo pelo fato de que o produto do
programa de computador determina ainda o mecaniima;ao da genotoxina na mutacdo do
DNA de um sujeito; e tratamentos terapéuticos atilaticos adequados para administracdo ao
sujeito com base no mecanismo de a¢ao da genotoxina

52. Método para diagnosticar e tratar um sujeit@posto a uma genotoxina,
caracterizado pelo fato de que compreende:

a) determinar se um sujeito foi exposto a uma @enw por:

i) obter uma amostra bioldgica do sujeito;

i) fornecer leituras de sequenciamento corriggaserro duplex para uma pluralidade de

sequéncias de DNA de fita dupla extraidas da aajostr
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lii) determinar a frequéncia mutante, espectro degéo e/ou espectro de mutagéo tripleto
das sequéncias de DNA,

iv) determinar se a frequéncia mutante, espectrmdi&acédo e/ou espectro de mutacao
tripleto € indicativo de que o sujeito foi expoatama genotoxina;

b) se o sujeito tiver sido exposto a genotoxinendoer um tratamento profilatico e/ou
terapéutico para prevenir ou inibir o inicio de whoanc¢a ou disturbio associado a genotoxina.

53. Método para identificar um nivel limiar de eg@do segura a uma genotoxina e
fornecer tratamento, caracterizado pelo fato decquepreende:

a) determinar o nivel limiar de exposi¢cao segurarda genotoxina;

b) determinar se um sujeito foi exposto a genotorim um nivel superior ao nivel limiar
de exposicao segura por:

i) obter uma amostra biolégica do sujeito;

i) fornecer leituras de sequenciamento corrigjg@aserro duplex para uma pluralidade de
sequéncias de DNA de fita dupla extraidas da ambgildgica;

iii) determinar a frequéncia mutante, espectro deagéio e/ou espectro de mutacao tripleto
das sequéncias de DNA,;

Iv) determinar se a frequéncia mutante, espectrmdi&acéo e/ou espectro de mutacao
tripleto séo indicativos de que o sujeito foi expasuma genotoxina especifica;

v) calcular o nivel de exposicdo do sujeito a gexioa com base na frequéncia mutante,
espectro de mutacéo e/ou espectro de mutacaddriple

C) se 0 sujeito tiver sido exposto a mais que uwelrimiar de exposi¢cdo segura a
genotoxina, fornecer um tratamento profilatico eékrapéutico para prevenir ou inibir o inicio de
uma doenca ou disturbio associado a genotoxina.

54. Sistema para detectar e identificar eventosmgénicos e / ou eventos de danos
aos acidos nucleicos resultantes da exposicdo@acatde uma amostra, caracterizado pelo fato
de que compreende:

uma rede de computadores para transmissdo de afdes relacionadas a dados de
sequenciamento e dados de genotoxicidade, em guéoamracdes incluem um ou mais dados
brutos de sequenciamento, dados de sequenciamepiexd informagbes de amostra e

informacgdes de genotoxina;
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um computador cliente associado a um ou mais dispmsde computacdo do usuario e
em comunicagdo com a rede de computadores;

um banco de dados conectado a rede de computgweearmazenar uma pluralidade de
perfis de genotoxinas e registros de resultadassdério;

um médulo de sequenciamento duplex em comunicagdoacrede de computadores e
configurado para receber dados brutos de sequeswian solicitacdes do computador cliente
para gerar dados de sequenciamento duplex, leitlerasequéncias de grupos de familias que
representam uma molécula original de acido nucléieofita dupla e comparar sequéncias
representativas de fitas individuais uma com aagodira gerar dados de sequenciamento duplex;
e

um modulo de genotoxina em comunicacdo com a redmohputadores e configurado
para comparar dados de sequenciamento duplex gfaranciar informacdes de sequéncia para
identificar mutacdes e gerar dados de genotoximgpoeendendo pelo menos uma dentre uma
frequéncia mutante, um espectro de mutagcao e uectesple mutacao tripleto.

55. Sistema, de acordo com a reivindicacao 54ctaraado pelo fato de que os perfis
de genotoxina compreendem espectro de mutacaond¢ogaa a partir de uma pluralidade de
genotoxinas conhecidas.

56. Meio de armazenamento nao transitério, legbeel computador, caracterizado
pelo fato de que compreende instrucdes que, quexelutadas por um ou mais processadores,
executam um meétodo como definido em qualquer umreiandicacdes 1-46 e 52-53 para
determinar se um sujeito estd exposto a pelo menws genotoxina e/ou determinar uma
identidade de pelo menos uma genotoxina.

57. Meio de armazenamento legivel por computadontraésitério, de acordo com a
reivindicacdo 56, caracterizado pelo fato de qudaacalcular o espectro de mutacéo, a frequéncia
mutante e/ou o espectro de mutacao tripleto degenta detectado, a partir do qual € determinada
a identidade de pelo menos uma genotoxina.

58. Sistema de computador para executar um meétodo definido em qualquer uma
das reivindicagcbes 1-53 para determinar se umtsugsia exposto e/ou uma identidade de pelo
menos uma genotoxina, o sistema, caracterizadofgielade que compreende: pelo menos um

computador com um processador, memoéria, bancodies@daum meio de armazenamento legivel
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por computador ndo transitério compreendendo ig8&si para o(s) processador(es), em que 0(S)
referido(s) processador(es) esta configurado pezautar as referidas instrucdes para executar
operacdes compreendendo os metodos como defindogi@lquer uma das reivindicacdes 1-46
e 52-53.

59. Sistema, de acordo com a reivindicacdo 58¢ctaraado pelo fato de que
compreende ainda um sistema de computador em vedeogpreende:

a. uma rede com ou sem fio;

b. uma pluralidade de dispositivos de computagétodelica do usuario capazes de receber
dados derivados do uso de um kit compreendend@mésgy para extrair, amplificar e produzir
uma sequéncia polinucleotidica da amostra de ueita@ transmitir a sequéncia polinucleotidica
via rede para um servidor remoto; e

c. um servidor remoto compreendendo o processadmemoria, 0 banco de dados e o
meio de armazenamento legivel por computador r@@sitorio compreendendo instrucdes para
o(s) processador(es), em que o(s) referido(s) psaciodr(es) esta(ao) configurado(s) para executar
as referidas instrucdes para executar operacdegreentdendo os métodos como definidos em
qualquer uma das reivindicagcdes 1-46 e 52-53; e

d. em que o referido servidor remoto é capaz dectiw e identificar eventos mutagénicos
e / ou eventos de danos aos &cidos nucleicosartsgtda exposi¢cdo genotdxica de uma amostra.

60. Sistema, de acordo com a reivindicacao 59¢taiaado pelo fato de que o banco
de dados e/ou um banco de dados de terceiros \@ssgia rede, compreende ainda uma
pluralidade de registros compreendendo um ou neaisnd perfil de genotoxina de genotoxinas
conhecidas, um perfil de genotoxina de pelo menas amostra do sujeito, e em que o perfil de
genotoxina compreende uma mutacao ou um sitio e aa DNA.

61. Meio legivel por computador ndo transitoriojocaontetdo faz com que pelo
menos um computador execute um método para fordeckrs de sequenciamento duplex para
moléculas de &cido nucleico de fita dupla em umasta de um ensaio de triagem de
genotoxicidade, o0 método, caracterizado pelo fatque compreende:

receber dados de sequéncia bruta de um dispod#icomputacédo do usuario; e
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criar um conjunto de dados especificos de amosirgpreendendo uma pluralidade de
leituras de sequéncia bruta derivadas de uma pladse de moléculas de acido nucleico na
amostra;

as leituras de sequéncia de agrupamento de fangiliasrepresentam uma molécula
original de acido nucleico de fita dupla, em quagoupamento € baseado em uma sequéncia de
identificador de molécula Unica compartilhada;

comparar uma sequéncia da primeira fita e a seguéacsegunda fita a partir de uma
molécula original de acido nucleico de fita dupdeigpidentificar uma ou mais correspondéncias
entre as leituras de sequéncia da primeira e dadaditas; e

fornecer dados de sequenciamento duplex para &sutaé de acido nucleico de fita dupla
na amostra.

62. Meio legivel por computador, de acordo com\anéicacao 61, caracterizado pelo
fato de que compreende ainda identificar posic@ekentidicas de ndo complementaridade entre
a primeira e a segunda sequéncias comparadas,eemmétodo compreende ainda:

em posi¢coes de ndo complementaridade, identifiedm@nar ou descontar os erros do
processo; e

em posicoes de ndo complementaridade que ndoes@dichdas como erros de processo,
identificar as posicdes restantes de ndo compleméatle como sitios de possiveis danos in vivo
ao DNA resultantes da exposi¢cdo a uma genotoxina.

63. Meio legivel por computador ndo transitoriojocaontetdo faz com que pelo
menos um computador execute um método para deteckdentificar eventos mutagénicos
resultantes da exposicdo genotoxica de uma amastreitodo, caracterizado pelo fato de que
compreende:

comparar dados de sequéncia duplex para fazeénefara informacdes de sequéncia;

identificar muta¢des nos dados da sequéncia duphexque uma mutacao é identificada
como uma regiao de néo concordancia com a inforondedeferéncia;

determinar uma frequéncia mutante nos dados d&sei@uduplex;

gerar um espectro de mutacdo a partir dos dadssqiggncia duplex;

gerar um espectro de mutacéo tripleto a partiddo®s da sequéncia duplex; e
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comparar o espectro de mutacéo e/ou o espectra@edo tripleto a uma pluralidade de
conjuntos de dados de genotoxina conhecidos.

64. Meio legivel por computador ndo transitoriojocaontetdo faz com que pelo
menos um computador execute um método para detectalentificar uma exposicdo a
carcin0genos ou carcinbgenos em um sujeito, o rogtodracterizado pelo fato de que
compreende:

identificar variantes de sequéncia em uma regidmmea alvo usando dados de
sequenciamento duplex gerados a partir de uma eardissujeito;

calcular uma frequéncia de alelo variante (VAFude amostra de teste e uma amostra
de controle;

determinar se uma VAF € maior em um grupo de tistgue em um grupo de controle;

em amostras com uma VAF mais alta, determinar sevariante de sequéncia € um nao
singleto;

em amostras com uma VAF mais alta, determinarvaéante de sequéncia é uma mutacao
ativadora; e

caracterizar amostras com uma mutacao ndo singletoativadora como suspeita de ser
um carcinégeno.

65. Meio legivel por computador ndo transitério,aderdo com a reivindicacéo 64,
caracterizado pelo fato de que compreende aindhalavan limiar de seguranca para o
carcindgeno e / ou determinar um risco associadtesenvolvimento de uma doenca ou disturbio

associado a genotoxina apds a exposi¢cao no sujeito.
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RESUMO
METODOS E REAGENTES PARA DETECTAR E AVALIAR A GENOT OXICIDADE

Métodos, sistemas e kits com reagentes para asajemotoxicidade, sao divulgados aqui.
A genotoxicidade e seus mecanismos de acédo poderdeterminados alguns dias apos a
exposicdo do sujeito. Algumas modalidades da tegielsdo direcionadas a utilizacdo do
Sequenciamento Duplex para avaliar um potenciabtgaito de um composto (por exemplo, um
composto quimico) em um sujeito exposto. Outrasaiatdes da tecnologia sao direcionadas a
utilizacdo do Sequenciamento Duplex para determimer assinatura de mutacéo associada a um
agente genotdxico; e/ou um nivel limiar seguroxgsicdo a genotoxina. Modalidades adicionais
da tecnologia sdo direcionadas para identificaroummais agentes genotdxicos aos quais um
sujeito pode ter sido exposto comparando o espeéetrmutacdo do DNA do sujeito com os
espectros de mutacdo de compostos mutagénicos cidodie Depois que uma exposicdo a
genotoxina em um sujeito é identificada ou confotmaé fornecido um curso terapéutico

profilatico e/ou inibitdrio.
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