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DESCRIPCION
Andlisis mutacional de ADN de plasma para la deteccion de cancer
Antecedentes

Se ha mostrado que el ADN derivado de tumor esté presente en el plasma/suero libre de células de pacientes con
cancer (Chen XQ et al. Nat Med 1996; 2: 1033-1035). La mayoria de los métodos actuales se basan en el analisis
directo de las mutaciones conocidas por estar asociadas con el cancer (Diehl F et al. Proc Natl Acad Sci 2005; 102:
16368-16373; Forshew T et al. Sci Transl Med 2012; 4: 136ra68). Otro método ha investigado las variaciones en el
numero de copias asociadas con el cancer detectadas mediante secuenciacion aleatoria de ADN de plasma
(Publicacion de Patente de Estados Unidos 2013/0040824 de Lo et al.).

Se sabe que con el tiempo, mas de una célula de cancer adquirira ventaja de crecimiento y producira multiples
clones de células hijas. En ultima instancia, el crecimiento tumoral y/o sus focos metastésicos contendrian un
conglomerado de grupos de células de cancer clonales. Este fendmeno se conoce generalmente como
heterogeneidad de tumor (Gerlinger M et al. N Engl J Med 2012; 366: 883-892; Yap TA et al. Sci Transl Med 2012; 4:
127psl0).

Se sabe que los canceres son muy heterogéneos, es decir el perfil de mutaciéon de los canceres del mismo tipo de
tejido puede variar ampliamente. Por lo tanto, el andlisis directo de mutaciones especificas generalmente puede
detectar sélo un subconjunto de los casos dentro de un tipo particular de cancer conocido por estar asociado con
esas mutaciones especificas. Ademas, el ADN derivado de tumor es generalmente la especie menor de ADN en el
plasma humano; la concentracion absoluta de ADN en el plasma es baja. Por lo tanto, la deteccion directa de una o
un pequefo grupo de mutaciones asociadas con el cancer en el plasma o suero pueden lograr sensibilidad analitica
baja incluso entre los pacientes con canceres que se sabe que albergan las mutaciones dirigidas. Ademas, se ha
observado que existe una heterogeneidad intratumoral significativa en términos de mutaciones incluso dentro de un
solo tumor. Las mutaciones se pueden encontrar en sélo una subpoblacion de las células tumorales. La diferencia
en los perfiles mutacionales entre el tumor primario y las lesiones metastasicas es aun mas grande. Un ejemplo de
heterogeneidad intratumoral y de metastasis primaria implica los genes KRAS, BRAF y PIK3CA en pacientes que
sufren canceres colorrectales (Baldus et al. Clin Cancer Research 2010. 16:790-9).

En un escenario en el que un paciente tiene un tumor primario (que lleva una mutacion KRAS pero no una mutacion
PIK3CA) y una lesion metastasica oculta (que lleva una mutacion PIK3CA pero no una mutacion KRAS), si uno se
centra en la deteccién de la mutacion KRAS en el tumor primario, la lesion metastasica oculta puede no ser
detectada. Sin embargo, si se incluye ambas mutaciones en el analisis, tanto en el tumor primario como la lesién
metastasica oculta pueden ser detectadas. Por lo tanto, la prueba que involucra ambas mutaciones tendria una
mayor sensibilidad en la deteccién de tejidos de tumor residuales. Tal ejemplo sencillo se vuelve mas complejo
cuando se esta buscando el cancer, y cuando uno tiene poca o ninguna idea de los tipos de mutaciones que
pudieran ocurrir.

Por tanto, es deseable proporcionar nuevas técnicas para llevar a cabo una amplia seleccion, deteccién o evaluacion
del cancer.

Sumario

De acuerdo con la presente invencion, se proporciona un método para detectar el cancer o cambio premaligno en un
sujeto, comprendiendo el método: obtener una secuencia consenso de un genoma del sujeto, en el que la secuencia
consenso se obtiene usando etiquetas de secuencia de una muestra del sujeto que contiene més del 50% de ADN
de células sanas; recibir una o mas etiquetas de secuencia para cada una de una pluralidad de fragmentos de ADN
en una muestra biolégica del sujeto, incluyendo la muestra biolégica ADN libre de células; determinar posiciones
gendmicas para las etiquetas de secuencia; comparar las etiquetas de secuencia con la secuencia consenso para
determinar un primer nimero de primeros loci, en el que: en cada uno de los primeros loci, un numero de etiquetas
de secuencia que tienen una variante de secuencia relativa a la secuencia consenso esta por encima de un valor de
corte, siendo el valor de corte mayor que uno; determinar un parametro basado en un recuento de etiquetas de
secuencia que tienen una variante de secuencia en los primeros loci; y comparar el parametro con un valor umbral
para determinar una clasificacion de un nivel de cancer en el sujeto, correspondiendo el valor umbral a un rango del
parametro para sujetos que tienen la clasificacion del nivel de cancer.

Las realizaciones pueden observar una frecuencia de mutaciones somaticas en una muestra biolégica (por ejemplo,
plasma o suero) de un sujeto sometido a deteccidon o control del cancer, cuando se compara con la del ADN
constitucional del mismo sujeto. La secuenciacion aleatoria se puede utilizar para determinar estas frecuencias. Un
parametro puede derivarse de estas frecuencias y utilizarse para determinar una clasificacion de un nivel de cancer.
Los falsos positivos pueden ser filtrados requiriendo que cualquier locus variante tenga al menos un numero
especificado de lecturas de secuencia variante (etiquetas), proporcionando asi un parametro mas preciso. Las
frecuencias relativas para los diferentes loci variantes pueden ser analizadas para determinar un nivel de
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heterogeneidad de los tumores en un paciente.

En una realizacion, el parametro se puede comparar con el mismo parametro derivado de un grupo de sujetos sin
cancer, o con un bajo riesgo de cancer. Una diferencia significativa en el parametro obtenido del sujeto de prueba y
la del grupo de sujetos sin cancer, o con un bajo riesgo de cancer, puede indicar un riesgo aumentado de que el
sujeto de prueba tenga cancer o una afeccidon premaligna o que desarrolle cancer en el futuro. Por lo tanto, en una
realizacion, el analisis de ADN de plasma puede llevarse a cabo sin la informaciéon gendmica previa del tumor. Tal
realizacion es, por lo tanto, especialmente util para la deteccion de cancer.

En otra realizacion, las realizaciones también se pueden utilizar para controlar un paciente con cancer después del
tratamiento y para ver si hay un tumor residual o si el tumor ha recidivado. Por ejemplo, un paciente con tumor
residual o en el que el tumor ha recidivado tendria una mayor frecuencia de mutaciones somaticas que uno en el
que no hay tumor residual o en el que no se observa recidiva tumoral. El control puede implicar la obtencion de
muestras de un paciente con cancer en multiples puntos temporales después del tratamiento para determinar las
variaciones temporales de aberraciones genéticas asociadas con el tumor en los fluidos corporales u otras muestras
con acidos nucleicos sin células, por ejemplo, plasma o suero.

De acuerdo con una realizacion, un método detecta el cancer o cambio premaligno en un sujeto. Se obtiene un
genoma constitucional del sujeto. Se reciben una o mas etiquetas de secuencia por cada uno de una pluralidad de
fragmentos de ADN en una muestra bioldgica del sujeto, donde la muestra biolégica incluye ADN libre de células.
Las posiciones gendémicas estan determinadas por las etiquetas de secuencia. Las etiquetas de secuencia se
comparan con el genoma constitucional para determinar un primer nimero de primeros loci. En cada uno de los
primeros loci, un numero de las etiquetas de secuencia que tienen una variante de secuencia respecto al genoma
constitucional esta por encima de un valor de corte, donde el valor de corte es mayor que uno. Un parametro se
determina basandose en un recuento de las etiquetas de secuencia que tienen una variante de secuencia en los
primeros loci. El parametro se compara con un valor umbral para determinar una clasificacion de un nivel de cancer
en el sujeto.

De acuerdo con otra realizacion, un método analiza una heterogeneidad de uno o mas tumores de un sujeto. Se
obtiene un genoma constitucional del sujeto. Una o mas etiquetas de secuencia se reciben para cada una de una
pluralidad de fragmentos de ADN en una muestra bioldgica del sujeto, donde la muestra bioldgica incluye ADN libre
de células. Las posiciones gendmicas estan determinadas por las etiquetas de secuencia. Las etiquetas de
secuencia se comparan con el genoma constitucional para determinar un primer nimero de primeros loci. En cada
uno de los primeros loci, un numero de las etiquetas de secuencia que tienen una variante de secuencia respecto al
genoma constitucional esta por encima de un valor de corte, donde el valor de corte es mayor que uno. Una medida
de la heterogeneidad de los uno o mas tumores se calcula basandose en los primeros niumeros respectivos del
conjunto de primeras ubicaciones genémicas.

De acuerdo con otra realizacién, un método determina una concentracion fraccional de ADN de tumor en una
muestra bioldgica que incluye ADN libre de células. Una o mas etiquetas de secuencia se reciben para cada una de
una pluralidad de fragmentos de ADN en la muestra bioldgica. Las posiciones gendémicas estan determinadas por las
etiquetas de secuencia. Para cada una de una pluralidad de regiones gendmicas, una cantidad respectiva de
fragmentos de ADN dentro de la region gendmica se determina a partir de las etiquetas de secuencia que tienen una
posicién gendmica dentro de la regidon gendmica. La cantidad respectiva se normaliza para obtener una densidad
respectiva. La densidad respectiva se compara con una densidad de referencia para identificar si la regién genémica
exhibe una pérdida de 1-copia o una ganancia de 1-copia. Una primera densidad se calcula a partir de las
densidades respectivas identificadas por exhibir una pérdida de 1 copia o a partir de las densidades respectivas
identificadas que exhiben una ganancia de 1-copia. La concentracion fraccional se calcula comparando la primera
densidad con otra densidad para obtener un diferencial, en el que el diferencial se normaliza con la densidad de
referencia.

Otras realizaciones estan dirigidas a sistemas y medios legibles por ordenador asociados con los métodos descritos
en la presente memoria.

Una mejor comprension de la naturaleza y ventajas de la presente invencion puede ser obtenida con referencia a la
siguiente descripcion detallada y las figuras adjuntas.

Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 es un diagrama de flujo de un método 100 para detectar cancer o cambio premaligno en un sujeto de
acuerdo con las realizaciones de la presente invencion.

La FIG. 2 muestra un diagrama de flujo de un método para comparar el genoma de muestra (SG) directamente
con el genoma constitucional (CG) de acuerdo con las realizaciones de la presente invencion.
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La FIG. 3 muestra un diagrama de flujo de un método 300 que compara el genoma de muestra (SG) con el
genoma constitucional (CG), utilizando el genoma de referencia (RG) de acuerdo con las realizaciones de la
presente invencion.

La FIG. 4 es una tabla 400 que muestra el nUmero de mutaciones de nucleétido Unico asociadas con el cancer
identificadas correctamente utilizando diferentes numeros de ocurrencias como el criterio de clasificacion de una
mutacion como presente en la muestra de acuerdo con las realizaciones de la presente invencion cuando la
concentracion fraccional de ADN derivado de tumor en la muestra se supone que es 10 %.

La FIG. 5 es una tabla que muestra el numero esperado de loci falsos positivos y el numero esperado de
mutaciones identificadas cuando la concentracién fraccional de ADN derivado de tumor en la muestra se supone
que es 5 %.

La FIG. 6A es una grafica 600 que muestra la velocidad de deteccion de mutaciones asociadas con el cancer en
el plasma con 10 % y 20 % de concentraciones fraccionales en plasma de ADN derivado de tumor y utilizando
cuatro y seis ocurrencias (r) como criterios para las mutaciones potenciales asociadas con el cancer. La FIG. 6B
es una grafica 650 que muestra el numero esperado de posiciones de nucledtidos falsamente clasificadas de
tener un cambio de nucleétido utilizando criterios de ocurrencia (r) de 4, 5, 6 y 7 frente a la profundidad de
secuenciacion.

La FIG. 7A es una grafica 700 que muestra el nimero de verdaderos sitios de mutacion asociados con el cancer
y sitios falsos positivos con profundidades de secuenciacion de diferencia cuando la concentracion fraccional de
ADN derivado de tumor en la muestra se supone que es el 5 %. La FIG. 7B es una grafica 750 que muestra el
numero predicho de sitios falsos positivos que implican el analisis del genoma completo (WG) y todos los
exones.

La FIG. 8 es una tabla 800 que muestra los resultados de 4 pacientes con HCC antes y después del tratamiento,
incluyendo concentraciones fraccionales de ADN derivado de tumor en plasma de acuerdo con las realizaciones
de la presente invencion.

La FIG. 9 es una tabla 900 que muestra la deteccién de los SNV asociados con HCC en 16 sujetos de control
sanos de acuerdo con las realizaciones de la presente invencion.

La FIG. 10A muestra una grafica de distribucion de las densidades de lectura de secuencias de la muestra de
tumor de un paciente con HCC de acuerdo con las realizaciones de la presente invencién. La FIG. 10B muestra
una grafica de distribucién 1050 de las puntuaciones z para todas las agrupaciones en el plasma de un paciente
con HCC de acuerdo con las realizaciones de la presente invencion.

La FIG. 11 muestra una gréfica de distribucién 1100 de las puntuaciones z para el plasma de un paciente con
HCC de acuerdo con las realizaciones de la presente invencion.

La FIG. 12 es un diagrama de flujo de un método 1200 para determinar una concentracion fraccional de ADN de
tumor en una muestra biolégica que incluye ADN libre de células de acuerdo con las realizaciones de la presente
invencion.

La FIG. 13A muestra una tabla 1300 del analisis de mutaciones en el plasma del paciente con cancer de ovarios
y un cancer de mama en el momento del diagnéstico de acuerdo con las realizaciones de la presente invencion.

La FIG. 13B muestra una tabla 1350 del analisis de mutaciones en el plasma de un paciente con cancer de
ovarios bilateral y un cancer de mama después de la reseccion del tumor de acuerdo con las realizaciones de la
presente invencion.

La FIG. 14A es una tabla 1400 que muestra la deteccién de variaciones de nucleétido unico en el ADN de
plasma para HCC1. La FIG. 14B es una tabla 1450 que muestra la deteccién de variaciones de nucleétido Unico
en el ADN de plasma para HCC2.

La FIG. 15A es una tabla 1500 que muestra la deteccion de variaciones de nucleétido unico en el ADN de
plasma para HCC3. La FIG. 15B es una tabla 1550 que muestra la deteccién de variaciones de nucleétido unico
en el ADN de plasma para HCCA4.

La FIG. 16 es una tabla 1600 que muestra la deteccién de variaciones de nucleétido Unico en el ADN de plasma
para el paciente con cancer de ovario (y mama).

La FIG. 17 es una tabla 1700 que muestra las sensibilidades predichas de diferentes requisitos de ocurrencia y
profundidades de secuenciacion.
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La FIG. 18 es una tabla 1800 que muestra los numeros predichos de loci falsos positivos para diferentes puntos
de corte y diferentes profundidades de secuenciacion.

La FIG. 19 muestra un diagrama de arbol que ilustra el nimero de mutaciones detectadas en los diferentes sitios
de tumor.

La FIG. 20 es una tabla 2000 que muestra el nimero de fragmentos que llevan las mutaciones derivadas de
tumor en la muestra de plasma de pre-tratamiento y post-tratamiento.

La FIG. 21 es una grafica 2100 que muestra las distribuciones de ocurrencia en el plasma para las mutaciones
detectadas en un sitio de tumor Unico y mutaciones detectadas en los cuatro sitios de tumor.

La FIG. 22 es una grafica 2200 que muestra la distribucion predicha de ocurrencia en el plasma para las
mutaciones procedentes de un tumor heterogéneo.

La FIG. 23 demuestra la especificidad de realizaciones para 16 sujetos control sanos que fueron reclutados.

La FIG. 24 es un diagrama de flujo de un método 24 00 para analizar una heterogeneidad de uno o mas
tumores de un sujeto de acuerdo con las realizaciones de la presente invencion.

La FIG. 25 muestra un diagrama de bloques de un ejemplo de sistema informatico que se puede utilizar con el
sistema y métodos de acuerdo con las realizaciones de la presente invencion.

Definiciones

Como se utiliza en la presente memoria, el término “locus” o su forma plural “loci” es una ubicacion o direccion de
cualquier longitud de nucledtidos (o pares de bases) que puede tener una variacion través de los genomas. Una
“agrupacion (bin)” es una region de longitud predeterminada en un genoma. Una pluralidad de agrupaciones puede
tener una misma primera longitud (resolucion), mientras que una pluralidad diferente puede tener una misma
segunda longitud. En una realizacion, las agrupaciones no se superponen entre si.

La expresion “secuenciacion aleatoria” como se utiliza en la presente memoria, se refiere a la secuenciacion
mediante la cual los fragmentos de acidos nucleicos secuenciados no han sido especificamente identificados o
predeterminados antes del procedimiento de secuenciacion. No se requieren cebadores especificos de la secuencia
para dirigirse a loci de genes especificos. El término “secuenciacion universal” se refiere a la secuencia donde la
secuenciacion se puede iniciar en cualquier fragmento. En una realizacién, se afiaden adaptadores al extremo de un
fragmento, y los cebadores para la secuenciaciéon se unen a los adaptadores. Por lo tanto, cualquier fragmento
puede ser secuenciado con el mismo cebador, y por lo tanto la secuenciacion puede ser aleatoria.

La expresion “etiqueta de secuencia” (también conocida como lectura de secuencia) como se utiliza en la presente
memoria, se refiere a la cadena de nucleétidos secuenciados a partir de cualquier parte o la totalidad de una
molécula de acido nucleico. Por ejemplo, una etiqueta secuenciada puede ser una cadena corta de nucleotidos (por
ejemplo, ~ 30) secuenciados de un fragmento de acido nucleico, una cadena corta de nucleétidos en ambos
extremos de un fragmento de acido nucleico, o la secuenciacion del fragmento de acido nucleico completo que
existe en la muestra biolégica. Un fragmento de acido nucleico es cualquier parte de una molécula de acido nucleico
mas grande. Un fragmento (por ejemplo, un gen) puede existir por separado (es decir, no conectado) con las otras
partes de la molécula de acido nucleico mas grandes.

La expresion “genoma constitucional” (también denominada como CG) se compone de los nucleétidos de consenso
en los loci dentro del genoma, y por lo tanto se puede considerar una secuencia consenso. El CG puede abarcar el
genoma completo del sujeto (por ejemplo, el genoma humano), o sélo partes del genoma. El genoma constitucional
(CG) se puede obtener de ADN de las células, asi como de ADN libre de células (por ejemplo, como se puede
encontrar en el plasma). Idealmente, los nucleétidos de consenso deberian indicar que un locus es homocigoto para
un alelo o heterocigoto para dos alelos. Un locus heterocigoto generalmente contiene dos alelos que son miembros
de un polimorfismo genético. A modo de ejemplo, los criterios para determinar si un locus es heterocigoto puede ser
un umbral de dos alelos cada uno apareciendo en al menos un porcentaje predeterminado (por ejemplo, 30 % o 40
%) de lecturas alineadas con el locus. Si un nucleétido aparece en un porcentaje suficiente (por ejemplo, 70 % o
mas), entonces el locus puede ser determinado como homocigoto en el CG. Aunque el genoma de una célula sana
puede diferir del genoma de otra célula sana debido a mutaciones aleatorias que ocurren de forma espontanea
durante la division celular, el CG no debe variar cuando se usa tal consenso. Algunas células pueden tener genomas
con reordenaciones gendmicas, por ejemplo, linfocitos B y T, tales como las que implican genes del receptor de
linfocitos T y anticuerpos. Tales diferencias a gran escala todavia serian una poblacién relativamente pequefa de la
poblaciéon total de células nucleadas en la sangre, y por lo tanto, tales reordenaciones no afectarian a la
determinacién del genoma constitucional con muestreo suficiente (por ejemplo, profundidad de secuenciacion) de las
células sanguineas. Otros tipos de células, incluyendo células bucales, células de la piel, foliculos pilosos, o biopsias
de diversos tejidos corporales normales, también pueden servir como fuentes de CG.
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La expresién “ADN constitucional” se refiere a cualquier fuente de ADN que es un reflejo de la composicidon genética
con la que nace un sujeto. Para un sujeto, los ejemplos de “muestras constitucionales”, a partir de las cuales se
puede obtener el ADN constitucional, incluyen ADN de células sanguineas sanas, ADN de células bucales y ADN de
la raiz del cabello. El ADN de estas células sanas define el CG del sujeto. Las células pueden ser identificadas como
sanas de distintas maneras, por ejemplo, cuando una persona se sabe que no tiene cancer o la muestra puede ser
obtenida de tejido que no es probable que contenga células de cancer o premalignas (por ejemplo, ADN de raiz del
cabello cuando se sospecha de cancer de higado). En otro ejemplo, una muestra de plasma se puede obtener
cuando un paciente esta libre de cancer, y el ADN constitucional determinado se compara con los resultados de una
muestra de plasma posterior (por ejemplo, un afio o mas). En otra realizacion, se puede utilizar una muestra
biologica unica que contiene < 50 % del ADN de tumor para deducir el genoma constitucional y las alteraciones
genéticas asociadas con el tumor. En tal muestra, las concentraciones de mutaciones de nucleétido Unico asociadas
con el tumor serian menores que las de cada alelo de SNP heterocigotos en el CG. Tal muestra puede ser la misma
que la muestra bioldgica utilizada para determinar un genoma de muestra, descrito a continuacién.

La expresion “muestra biolégica” como se utiliza en la presente memoria, se refiere a cualquier muestra que se toma
de un sujeto (por ejemplo, un ser humano, una persona con cancer, una persona con sospecha de tener cancer, u
otros organismos) y que contiene una o mas moléculas de acido nucleico libres de las células de interés. Una
muestra bioldgica puede incluir ADN libre de células, algunas de las cuales puede tener su origen en las células
sanas y alguna de las células tumorales. Por ejemplo, el ADN de tumor se puede encontrar en la sangre u otros
fluidos, por ejemplo, orina, fluido pleural, fluido ascitico, liquido peritoneal, saliva, lagrimas o liquido cefalorraquideo.
Un ejemplo de una muestra que no es un liquido es una muestra de heces, la cual puede ser mezclada con el fluido
diarreico. Para algunas de las muestras, la muestra biolégica puede obtenerse de forma no invasiva. En algunas
realizaciones, la muestra bioldgica puede ser utilizada como una muestra constitucional.

La expresion “genoma de muestra” (también denominada SG) es una coleccion de lecturas de secuencia que se han
alineado con ubicaciones de un genoma (por ejemplo, un genoma humano). El genoma de muestra (SG) no es una
secuencia consenso, pero incluye nucleétidos que pueden aparecer en solo un nimero suficiente de lecturas (por
ejemplo, al menos 2 o 3, o valores de corte mayores). Si un alelo aparece un numero suficiente de veces y no es
parte del CG (es decir, no es parte de la secuencia consenso), entonces ese alelo puede indicar una “mutacion de
nucleétido Unico” (también referida como una SNM). Otros tipos de mutaciones también se pueden detectar
utilizando la presente invencién, por ejemplo, mutaciones que implican dos o mas nucledtidos, (como los que afectan
al numero de unidades de repeticién en tandem en un microsatélite o polimorfismo de repeticién en tandem simple),
translocacién cromosdmica (que puede ser intracromosomica o intercromosémica) y la inversion de secuencia.

La expresion “genoma de referencia” (también denominada RG) se refiere a un genoma haploide o diploide con el
cual se pueden alinear y comparar las lecturas de secuencia de la muestra bioldgica y la muestra constitucional.
Para un genoma haploide, sélo hay un nucleétido en cada locus. Para un genoma diploide, los loci heterocigotos
pueden ser identificados, teniendo cada locus dos alelos, donde cualquier alelo puede permitir una coincidencia para
la alineacién con el locus.

La expresion “nivel de cancer” puede referirse a si existe cancer, un estadio de un cancer, un tamafo de tumor, y/u
otra medida de la gravedad de un cancer. El nivel de cancer podria ser varios u otros caracteres. El nivel podria ser
cero. El nivel de cancer también incluye afecciones (estados) premalignas o precancerosas asociadas con las
mutaciones o varias mutaciones. El nivel de cancer se puede utilizar de varias maneras. Por ejemplo, la deteccion
puede comprobar si el cancer estd presente en alguien que no se sabe de antemano que tenia cancer. La
evaluacion puede investigar a alguien que ha sido diagnosticado con cancer. La deteccion puede significar “cribar” o
puede significar comprobar si alguien, con caracteristicas sugestivas de cancer (por ejemplo, sintomas u otras
pruebas positivos), tiene cancer.

Descripcion detallada

Las realizaciones se proporcionan para la deteccidon de cancer mediante el analisis de una muestra biolégica (por
ejemplo, una muestra de plasma/suero de la sangre) que no se toma directamente de un tumor e incluye acidos
nucleicos libres de células. Los acidos nucleicos libres de células pueden obtenerse a partir de varios tipos de tejidos
de todo el cuerpo. De esta manera, se puede realizar un amplio analisis para la deteccién de varios canceres.

Las aberraciones genéticas (incluyendo mutaciones de nucleétido unico, deleciones, amplificaciones, y
reordenaciones) se acumulan en las células tumorales durante el desarrollo de los canceres. En realizaciones, la
secuenciacion masivamente paralela se puede utilizar para detectar y cuantificar las mutaciones de nucleétido unico
(SNM), también llamadas variaciones de nucleétido Unico (SNV), en fluidos corporales (por ejemplo, plasma, suero,
saliva, fluido ascitico, fluido pleural y liquido cefalorraquideo) para detectar y controlar los canceres. Una
cuantificacion del nimero de SNM (u otros tipos de mutaciones) puede proporcionar un mecanismo para identificar
estadios tempranos del cancer como parte de las pruebas de deteccién. En diversas aplicaciones, se procura
distinguir los errores de secuenciaciéon y distinguir las mutaciones espontaneas que se producen en las células
sanas (por ejemplo, requiriendo que multiples SNM se identifiquen en un locus particular, por ejemplo, al menos 3, 4,
0 5).
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Algunas realizaciones también proporcionan métodos no invasivos para el analisis de la heterogeneidad del tumor,
que pueden implicar células dentro del mismo tumor (es decir, heterogeneidad intratumoral) o células de diferentes
tumores (ya sea del mismo sitio o de diferentes sitios) dentro de un cuerpo. Por ejemplo, se puede analizar de forma
no invasiva la estructura clonal de tal heterogeneidad del tumor, incluyendo una estimacion de la masa de células
tumorales relativa que contiene cada mutacion. Las mutaciones que estan presentes en concentraciones relativas
mayores estan presentes en un mayor numero de células malignas en el cuerpo, por ejemplo, las células que han
aparecido previamente durante el proceso tumorigénico con respecto a otras células malignas presentes todavia en
el cuerpo (Welch JS et al. Cell 2012; 150: 264-278). Tales mutaciones, debido a su mayor abundancia relativa, se
espera que exhiban una mayor sensibilidad de diagndstico para detectar ADN de cancer que aquellas con menor
abundancia relativa. Un control seriado del cambio de la abundancia relativa de mutaciones permitiria controlar de
forma no invasiva el cambio en la arquitectura clonal de los tumores, ya sea de forma espontanea cuando la
enfermedad progresa, o en respuesta al tratamiento. Tal informacion seria de utilidad en el prondstico de evaluacion
0 en la deteccién temprana de resistencia del tumor al tratamiento.

I. INTRODUCCION

Las mutaciones pueden ocurrir durante la division celular debido a los errores en la replicacion del ADN y/o la
reparacion del ADN. Un tipo de tales mutaciones implica la alteracién de nucleétidos unicos, que pueden implicar
multiples secuencias de diferentes partes del genoma. Se cree generalmente que los canceres son debidos a la
expansion clonal de una célula de cancer Unica que ha adquirido ventaja de crecimiento. Esta expansion clonal
conduciria a la acumulaciéon de mutaciones (por ejemplo mutaciones de nucleétido Unico) en todas las células de
cancer procedentes de la célula de cancer ancestral. Estas células tumorales de la progenie compartirian un
conjunto de mutaciones (por ejemplo, mutaciones de nucleétido unico). Como se describe en la presente memoria,
las mutaciones de nucleétido Unico asociadas con el cancer son detectables en el plasma/suero de pacientes con
cancer.

Algunas realizaciones pueden detectar con eficacia todas las mutaciones en una muestra bioldgica (por ejemplo, el
plasma o suero). Ya que el numero de mutaciones no es fijo (se pueden detectar cientos, miles o millones de
mutaciones asociadas con el cancer de diferentes subpoblaciones), las realizaciones pueden proporcionar una mejor
sensibilidad que las técnicas que detectan mutaciones especificas. El nUmero de mutaciones se puede utilizar para
detectar el cancer.

Para proporcionar tal nivel de deteccion de muchas o todas las mutaciones, las realizaciones pueden realizar una
busqueda (por ejemplo, una busqueda aleatoria) de las variaciones genéticas en una muestra bioldgica (por
ejemplo, fluidos corporales, incluyendo plasma y suero), que podrian contener ADN derivado de tumor. El uso de
una muestra, tal como plasma, evita la necesidad de realizar una biopsia invasiva del tumor o cancer. Ademas,
como la deteccion puede cubrir la totalidad o grandes regiones del genoma, la detecciéon no se limita a algunas
mutaciones enumerables y conocidas, sino que también puede utilizar la existencia de cualquier mutacion. Ademas,
dado que el numero de mutaciones se suma a través de todas o grandes regiones del genoma, se puede obtener
una mayor sensibilidad.

Sin embargo, hay sitios polimérficos, incluyendo polimorfismos de nucleétido Unico (SNP), en el genoma humano,
que no deben ser contados en las mutaciones. Las realizaciones pueden determinar si es probable que las
variaciones genéticas que se han detectado sean mutaciones asociadas con el cancer o sean polimorfismos en el
genoma. Por ejemplo, como parte de la determinacion entre las mutaciones asociadas con el cancer y polimorfismos
en el genoma, las realizaciones pueden determinar un genoma constitucional, que puede incluir polimorfismos. Los
polimorfismos del genoma constitucional (CG) pueden limitarse a polimorfismos que se exhiben con un porcentaje
suficientemente alto (por ejemplo, 30-40 %) en los datos de secuenciacion.

Las secuencias obtenidas de la muestra biolégica pueden a continuacion ser alineadas con el genoma constitucional
y se identifican las variaciones que son mutaciones de nucleétido unico (SNM), u otros tipos de mutaciones. Estas
SNM serian variaciones que no estan incluidas en los polimorfismos conocidos, y por lo tanto pueden ser marcadas
como asociadas con el cancer, y no parte del genoma constitucional. Una persona sana puede tener un cierto
nimero de SNM debido a las mutaciones aleatorias entre las células sanas, por ejemplo, creadas durante la division
celular, pero una persona con cancer tendria mas.

Por ejemplo, en una persona con cancer, el nimero de SNM detectables en un fluido corporal seria mayor que los
polimorfismos presentes en el genoma constitucional de la misma persona. Se puede hacer una comparacion entre
las cantidades de las variaciones detectadas en una muestra de fluido corporal que contiene ADN derivado de tumor
y una muestra de ADN que contiene mayoritariamente ADN constitucional. En una realizacion, el término
“mayoritariamente” significaria mas de 90 %. En otra realizacién preferida, el término “mayoritariamente” significaria
mas de 95, 97 %, 98 %, o 99 %. Cuando la cantidad de variaciones en el fluido corporal es superior a la de la
muestra con ADN mayoritariamente constitucional, existe una mayor probabilidad de que el fluido corporal pueda
contener ADN derivado de tumor.
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Un método que podria utilizarse para buscar aleatoriamente las variaciones en las muestras de ADN es la
secuenciacion aleatoria o secuenciacion de disparo de pistola (por ejemplo, utilizando secuenciacion masivamente
paralela). Cualquier plataforma de secuenciacion masivamente paralela se puede usar, incluyendo una plataforma
de secuenciacién por ligacion (por ejemplo, la plataforma Life Technologies SOLID), la lon Torrent/lon Proton, la
secuenciacion por semiconductores, Roche 454 y las plataformas de secuenciacion molecular Unica (por ejemplo
Helicos, Pacific Biosciences y Nanopore). Sin embargo, se sabe que pueden producirse errores de secuenciacion y
pueden ser mal interpretados como una variacién en el ADN constitucional o como mutaciones derivadas de ADN de
tumor. Por lo tanto, para mejorar la especificidad de nuestro enfoque propuesto, la probabilidad del error de
secuenciacion u otros componentes de errores analiticos se puede explicar, por ejemplo, mediante el uso de una
profundidad de secuenciacién apropiada junto con el requisito de al menos un numero especificado (por ejemplo, 2 o
3) de alelos detectados en un locus para que se cuente como una SNM.

Como se describe en la presente memoria, las realizaciones pueden proporcionar evidencia de la presencia de ADN
derivado de tumor en una muestra biolégica (por ejemplo, un fluido corporal) cuando la cantidad de variaciones
genéticas aleatoriamente detectadas presentes en la muestra supera lo esperado para el ADN constitucional y a las
variaciones que pueden ser inadvertidamente detectadas debido a los errores analiticos (por ejemplo, errores de
secuenciacion). La informacion podria ser utilizada para la deteccion, diagnéstico, prondstico y control de canceres.
En las siguientes secciones, se describen las etapas analiticas que se pueden utilizar para la deteccion de
mutaciones de nucleétido Unico en el plasma/suero u otras muestras (por ejemplo, fluidos corporales). Los fluidos
corporales podrian incluir plasma, suero, liquido cefalorraquideo, fluido pleural, fluido ascitico, secrecién del pezén,
saliva, fluido de lavado broncoalveolar, esputo, lagrimas, sudor y orina. Ademas de los fluidos corporales, la
tecnologia también se puede aplicar a muestras de heces, ya que se ha demostrado que estas ultimas contienen
ADN de tumor de cancer colorrectal (Berger BM, Ahlquist DA. Pathology 2012; 44: 80- 5 88).

Il. METODO DE DETECCION GENERAL

La FIG. 1 es un diagrama de flujo de un método 100 para detectar cancer o un cambio premaligno en un sujeto de
acuerdo con las realizaciones de la presente invencién. Las realizaciones pueden analizar el ADN libre de células en
una muestra bioldgica del sujeto para detectar las variaciones en el ADN libre de células que probablemente sean el
resultado de un tumor. El analisis puede utilizar un genoma constitucional del sujeto para explicar los polimorfismos
que son parte de las células sanas, y puede explicar los errores de secuenciacion. El método 100 y cualquiera de los
métodos descritos en la presente memoria pueden ser realizados total o parcialmente con un sistema informatico
que incluye uno o mas procesadores.

En la etapa 110, se obtiene un genoma constitucional del sujeto. El genoma constitucional (CG) se puede determinar
a partir del ADN constitucional del sujeto analizado. En diversas realizaciones, el CG se puede leer de la memoria o
se determina de forma activa, por ejemplo, analizando las lecturas de secuencia del ADN constitucional, que pueden
estar en las células de la muestra que incluye el ADN libre de células. Por ejemplo, cuando se sospecha de una
neoplasia maligna no hematoldgica, las células sanguineas pueden ser analizadas para determinar el ADN
constitucional del sujeto.

En diversas aplicaciones, el analisis del ADN constitucional podria llevarse a cabo utilizando secuenciacion
masivamente paralela, hibridacién basada en matriz, hibridacién en soluciéon basada en sonda, ensayos basados en
ligacion, ensayos de reaccion de extension de cebador, y espectrometria de masas. En una realizacion, el CG se
puede determinar en un momento en la vida de un sujeto, por ejemplo, al nacer o incluso en el periodo prenatal (que
se podria hacer usando células fetales o a través del fragmento de ADN libre de células, véase la Publicacion de
Estados Unidos 2011/0105353), y comparar después cuando los fluidos corporales u otras muestras se obtienen en
otros momentos en la vida del sujeto. Por lo tanto, el CG simplemente puede leerse de la memoria del ordenador. El
genoma constitucional puede leerse como una lista de loci donde el genoma constitucional difiere de un genoma de
referencia.

En la etapa 120 se reciben una o mas etiquetas de secuencia para cada una de una pluralidad de fragmentos de
ADN en una muestra biolégica del sujeto, donde la muestra bioldgica incluye ADN libre de células. En una
realizacién, se generan una o mas etiquetas de secuencia de una secuenciacion aleatoria de fragmentos de ADN en
la muestra bioldgica. Mas de una etiqueta de secuencia se puede obtener cuando se realiza la secuenciacion del
extremo apareado. Una etiqueta corresponderia a cada extremo del fragmento de ADN.

El ADN libre de células en la muestra (por ejemplo, plasma, suero u otro fluido corporal) se puede analizar para
buscar variaciones genéticas. El ADN libre de células puede ser analizado utilizando la misma plataforma analitica
que la que se ha utilizado para analizar el ADN constitucional. En otra alternativa, podria usarse una plataforma
analitica diferente. Por ejemplo, la muestra de ADN libre de células puede ser secuenciada utilizando secuenciacion
masivamente paralela o partes del genoma podrian ser capturadas o enriquecidas antes de la secuenciacion
masivamente paralela. Si se utiliza el enriquecimiento, se podria, por ejemplo, utilizar captura en fase de solucion o
en fase sdlida de partes seleccionadas del genoma. A continuacion, la secuenciacion masivamente paralela puede
llevarse a cabo en el ADN capturado.
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En la etapa 130, se determinan las posiciones gendmicas para las etiquetas de secuencia. En una realizacion, las
etiquetas de secuencia se alinean con un genoma de referencia, que se obtiene de uno o mas de otros sujetos. En
otra realizacion, las etiquetas de secuencia genomica estan alineadas con el genoma constitucional del sujeto
analizado. La alineacién se puede realizar utilizando técnicas conocidas por un experto en la materia, por ejemplo,
utilizando la Herramienta de Busqueda de Alineacion Local Basica (BLAST).

En la etapa 140, se determinan un primer niumero de loci donde al menos N etiquetas de secuencia tienen una
variante de secuencia respecto al genoma constitucional (CG) . N es igual o mayor que dos. Como se describe mas
detalladamente a continuacion, los errores de secuenciacion, asi como las mutaciones somaticas que ocurren
aleatoriamente en las células (por ejemplo, debido a la divisién celular) pueden ser eliminados cuando tienen N igual
a2, 3, 4, 5, o mayor. Los loci que satisfacen uno o mas criterios especificados pueden ser identificados como una
mutacion (variante) o loci de mutacién (loci variantes), mientras que un locus que tiene una variante pero que no
cumple uno o mas criterios (por ejemplo, simplemente como una etiqueta de secuencia variante) se considera como
una mutacién potencial o putativa. La variante de secuencia podria ser solo un nucleétido o varios nucleétidos.

N puede determinarse como porcentaje de etiquetas totales para un locus, en lugar de un valor absoluto. Por
ejemplo, un locus variante puede ser identificado cuando la concentracion fraccional de ADN de tumor inferida de las
lecturas variantes se determina que es igual o mayor que 10 % (o algun otro porcentaje). En otras palabras, cuando
el locus esta cubierto por 200 lecturas de secuencia, puede necesitarse un criterio de al menos 10 lecturas de
secuencia que muestra el alelo variante para definir la variante como una mutacion. Las 10 lecturas de secuencia del
alelo variante y 190 lecturas del alelo tipo silvestre daria una concentracion fraccional de ADN de tumor de 10 %
(2x10/(10 + 190)).

En una realizacion, las etiquetas de secuencia (denominadas colectivamente como el genoma de muestra) se
pueden comparar directamente con el CG para determinar las variantes. En otra realizacion, el genoma de muestra
(SG) se compara con el CG a través de un genoma de referencia (RG) para determinar las variantes. Por ejemplo,
tanto el CG como SG pueden ser comparados con el RG para determinar los nimeros respectivos (por ejemplo,
conjuntos) de loci que exhiben variantes, y luego se puede considerar una diferencia para obtener el primer numero
de loci. El primer nimero simplemente se puede obtener como un numero o puede corresponder a un conjunto
especifico de loci, que luego pueden ser analizados adicionalmente para determinar un parametro de las etiquetas
de secuencia en los primeros loci.

En una aplicacion, los resultados de la secuenciacion de ADN constitucional y ADN de plasma se comparan para
determinar si una mutacién de nucledtido unico esta presente en el ADN de plasma. Las regiones en las que el ADN
constitucional es homocigoto pueden ser analizadas. Para fines ilustrativos, se supone que el genotipo de un locus
particular es homocigoto en el ADN constitucional y es AA. Luego en el plasma, la presencia de un alelo distinto de
A indicaria la presencia potencial de una mutaciéon de nucledtido unico (SNM) en el locus particular. Los loci que
indican la presencia potencial de una SNM pueden formar el primer nimero de loci en la etapa 140.

En una realizacion, podria ser util seleccionar las partes del genoma que se sabe que son particularmente
propensas a la mutacion en un tipo de cancer particular o0 en un subconjunto particular de la poblacién. Es
importante en este Ultimo aspecto, que las realizaciones puedan buscar tipos de mutaciones que son
particularmente frecuentes en un grupo de poblacién especifica, por ejemplo, mutaciones que son especialmente
comunes en los sujetos que son portadores del virus de la hepatitis B (para cancer de higado) o virus del papiloma
humano (para cancer cervical) o que tienen predisposicion genética a mutaciones somaticas o sujetos con
mutaciones de la linea germinal en un gen de reparacion del mal apareamiento de ADN. La tecnologia también
podria ser util para detectar mutaciones en los canceres de ovario y mama en sujetos con mutaciones BRCAL o
BRCA2. La tecnologia seria igualmente util para detectar mutaciones en el cancer colorrectal en sujetos con
mutaciones en APC.

En la etapa 150, se determina un parametro en funcion del recuento de las etiquetas de secuencia que tienen una
variante de secuencia en los primeros loci. En un ejemplo, el parametro es el primer nimero de loci donde al menos
N fragmentos de ADN tienen una variante de secuencia en un locus respecto al genoma constitucional. Por lo tanto,
el recuento puede ser utilizado simplemente para asegurar que un locus tiene mas de N copias de una variante
particular identificada antes de ser incluida en el primer nimero. En otra realizacién, el parametro puede ser o incluir
el numero total de etiquetas de secuencia que tienen una variante de secuencia respecto al genoma constitucional
en los primeros loci.

En la etapa 160, el parametro para el sujeto se compara con un valor umbral (por ejemplo, derivado de uno o mas
otros sujetos) para determinar una clasificacion de un nivel de cancer en el sujeto. Los ejemplos de un nivel de
cancer incluyen si el sujeto tiene cancer o una afeccion premaligna, o un aumento de la probabilidad de desarrollar
cancer. En una realizacion, el valor umbral puede determinarse de una muestra obtenida previamente del sujeto.

En otra realizacion, se puede determinar que uno o mas otros sujetos no tienen cancer o un bajo riesgo de cancer.
Por lo tanto, el valor umbral puede ser un valor normal, un rango normal, o indicar una desviacién estadisticamente
significativa de un valor o rango normal. Por ejemplo, el nimero de mutaciones con relaciéon al CG de un sujeto
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especifico, detectable en el plasma de sujetos sin un cancer o con un bajo riesgo de cancer, se puede utilizar como
el rango normal para determinar si el nimero de mutaciones detectadas en el sujeto analizado es normal. En otra
realizacién, se podria conocer que otros sujetos tienen cancer, y por lo tanto un nimero similar de mutaciones
pueden indicar cancer.

En una aplicacion, los otros sujetos se pueden seleccionar de modo que tengan unas caracteristicas clinicas que
sean coincidentes con las del sujeto de prueba, por ejemplo, sexo, edad, dieta, antecedentes de tabaquismo,
historial de consumo de drogas, enfermedad previa, antecedentes familiares, genotipos de loci gendmicos
seleccionados, estado de las infecciones virales (por ejemplo infeccion por virus de hepatitis B o C o virus del
papiloma humano o virus de inmunodeficiencia humana o virus de Epstein-Barr) o infecciones con otros agentes
infecciosos (tales como bacterias (por ejemplo, Helicobacter pylori) y parasitos (por ejemplo, Clonorchis sinensis),
etc. Por ejemplo, los sujetos que son portadores del virus de la hepatitis B o C tienen un mayor riesgo de desarrollar
carcinoma hepatocelular. Por lo tanto, los sujetos de prueba que tienen un ndmero similar o patrén de mutaciones
como un portador de la hepatitis B o C se puede considerar que tienen un aumento del riesgo de desarrollar
carcinoma hepatocelular. Por otro lado, un paciente con hepatitis B o C que exhibe mas mutaciones que otro
paciente con hepatitis puede ser identificado apropiadamente y ser incluido en un nivel de clasificacion del cancer
mayor, ya que se utiliza el valor basal apropiado (es decir, en relacién con otro paciente con hepatitis). Del mismo
modo, los sujetos que son portadores de la infeccion por virus del papiloma humano tienen mayor riesgo de cancer
cervical, y cancer de cabeza y cuello. La infeccion con el virus de Epstein-Barr se ha asociado con el carcinoma
nasofaringeo, cancer gastrico, linfoma de Hodgkin y linfoma no Hodgkin. La infeccién con Helicobacter pylori se ha
asociado con el cancer gastrico. La infeccién con Clonorchis sinensis se ha asociado con colangiocarcinoma.

El control de los cambios del nimero de mutaciones en diferentes puntos temporales se puede utilizar para controlar
el progreso del cancer y la respuesta al tratamiento. Tal control también se puede utilizar para documentar el
progreso de una afeccién premaligna o cambio en el riesgo de que un sujeto desarrolle cancer.

La cantidad de etiquetas de secuencia que muestran variaciones también se puede utilizar para el control. Por
ejemplo, se puede usar una concentracion fraccional de las lecturas variantes en un locus. En una realizacion, un
aumento en las concentraciones fraccionales de aberraciones genéticas asociadas con el tumor en las muestras
durante el control serial puede significar la progresion de la enfermedad o la recidiva inminente. Del mismo modo,
una disminucién en las concentraciones fraccionales de aberraciones genéticas asociadas con el tumor en las
muestras durante el control serial puede significar la respuesta al tratamiento y/o remisién y/o buen prondstico.

lIl. DETERMINACION DE GENOMAS

Los diversos genomas discutidos anteriormente se explican con mas detalle a continuacién. Por ejemplo, se
describen el genoma de referencia, el genoma constitucional y el genoma de muestra.

A. Genoma de referencia

El genoma de referencia (RG) se refiere a un genoma haploide o diploide de un sujeto o consenso de una poblacion.
El genoma de referencia es conocido y por lo tanto puede ser utilizado para comparar las lecturas de secuenciacion
de nuevos pacientes. Las lecturas de secuenciacion de una muestra de un paciente pueden ser alineadas y
comparadas para identificar variaciones en las lecturas del RG. Para un genoma haploide, sélo hay un nucleétido en
cada locus, y por lo tanto cada locus puede ser considerado hemicigoto. Para un genoma diploide, los loci
heterocigotos pueden ser identificados, teniendo tal locus dos alelos, donde cualquier alelo puede permitir una
coincidencia para la alineacion al locus.

Un genoma de referencia puede ser el mismo entre una poblacién de sujetos. Este mismo genoma de referencia se
puede utilizar para los sujetos sanos para determinar el umbral adecuado para ser utilizado para clasificar el
paciente (por ejemplo, tiene cancer o no). Sin embargo, se pueden usar diferentes genomas de referencia para
diferentes poblaciones, por ejemplo, para diferentes grupos étnicos o incluso para diferentes agrupaciones.

B. Genoma constitucional

El genoma constitucional (CG) de un sujeto (por ejemplo, un ser humano u otro organismo diploide) se refiere a un
genoma diploide del sujeto. EI CG puede especificar loci heterocigotos donde un primer alelo es de un primer
haplotipo y un segundo alelo diferente es de un segundo haplotipo. Hay que tener en cuenta que las estructuras de
dos haplotipos que cubren dos loci heterocigotos no necesitan ser conocidas, es decir, qué alelo en un locus
heterocigoto esta en el mismo haplotipo ya que un alelo de otro locus heterocigoto no necesita ser conocido. Sélo la
existencia de los dos alelos en cada locus heterocigoto puede ser suficiente.

El CG puede diferir del RG debido a los polimorfismos. Por ejemplo, un locus en el RG puede ser homocigoto para
T, pero el CG es heterocigoto para T/A. Por lo tanto, el CG exhibiria una variacion en este locus. EI CG también
puede ser diferente del RG debido a mutaciones heredadas (por ejemplo, transmitidas en la familia) o mutaciones de
novo (que se producen en un feto, pero que no estan presentes en sus padres). La mutacion heredada se suele
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llamar 'mutacioén de la linea germinal'. Algunas de tales mutaciones estan asociadas con la predisposicion al cancer,
tal como una mutacion BRCAL que se transmite en la familia. Tales mutaciones son diferentes de las 'mutaciones
somaticas' que pueden ocurrir debido a la division celular durante la vida de una persona y que pueden empujar a
una célula y su progenie a convertirse en un cancer.

Un objetivo de la determinacion del CG es eliminar tales mutaciones de la linea germinal y las mutaciones de novo
de las mutaciones del genoma de muestra (SG) para identificar las mutaciones somaticas. La cantidad de
mutaciones somaticas en el SG se puede utilizar después para evaluar la probabilidad de cancer en el sujeto. Estas
mutaciones somaticas pueden ser filtradas adicionalmente para eliminar errores de secuenciacion, y potencialmente
eliminar mutaciones somaticas que ocurren rara vez (por ejemplo, sélo una lectura que muestra una variante), ya
que tales mutaciones somaticas no estan probablemente relacionadas con el cancer.

En una realizacion, un CG puede ser determinado utilizando células (ADN de capa leucocitaria). Sin embargo, el CG
también se puede determinar a partir del ADN libre de células (por ejemplo, plasma o suero). Para un tipo de
muestra en la que la mayoria de las células son no malignas, por ejemplo, la capa leucocitaria de un sujeto sano, el
genoma mayoritario o consenso es el CG. Para el CG, cada locus genémico consiste en la secuencia de ADN
poseida por la mayoria de las células en el tejido muestreado. La profundidad de la secuenciacién debe ser
suficiente para dilucidar sitios heterocigotos dentro del genoma constitucional.

En otro ejemplo, el plasma puede ser utilizado como la muestra constitucional para determinar el CG. Por ejemplo,
para casos en los que el ADN de tumor en plasma es menor de 50 % y una SNM esta en un estado heterocigoto,
por ejemplo, la mutacion es la adiciéon de un nuevo alelo, entonces el nuevo alelo puede tener una concentracion de
menos de 25 %. Si bien. la concentracion de los alelos heterocigotos de SNP en el CG deberia ascender a
aproximadamente 50 %. Por lo tanto, se puede hacer una distincion entre una mutacién somatica y un polimorfismo
del CG. En una aplicacién, un punto de corte adecuado puede estar entre 30-40 % para determinar una mutacion
somatica de un polimorfismo cuando se usa plasma, u otras mezclas con una concentracion significativa del tumor.
Una medicién de la concentracién de ADN de tumor puede ser Util para asegurar que el ADN de tumor en plasma es
menos de 50 %. Los ejemplos de la determinacion de una concentracion de ADN de tumor se describen en la
presente memoria.

C. Genoma de muestra

El genoma de muestra (SG) no es simplemente un genoma haploide o diploide como es el caso del RG y del CG. El
SG es una coleccion de lecturas de la muestra, y puede incluir: lecturas de ADN constitucional que corresponden al
CG, lecturas de ADN de tumor, lecturas de células sanas que muestran mutaciones aleatorias relacionadas con el
CG (por ejemplo, debido a mutaciones que resultan de la division celular), y errores de secuenciacion. Se pueden
utilizar varios parametros para controlar exactamente que lecturas estan incluidas en el SG. Por ejemplo, requerir un
alelo para mostrar al menos 5 lecturas puede disminuir los errores de secuenciacién presentes en el SG, asi como
disminuir las lecturas debido a las mutaciones aleatorias.

A modo de ejemplo, supongamos que el sujeto esta sano, es decir, no tiene cancer. Con fines ilustrativos, el ADN de
1000 células esta en 1 ml de plasma (es decir, 1000 equivalentes de genoma de ADN) obtenido de este sujeto. El
ADN de plasma consiste generalmente en fragmentos de ADN de aproximadamente 150 pb. Dado que el genoma
humano tiene 3x10° pb, habria aproximadamente 2x107 fragmentos de ADN por genoma haploide. Ya que el
genoma humano es diploide, habria aproximadamente 4x107 fragmentos de ADN por ml de plasma.

Ya que de millones a miles de millones de células estan liberando su ADN en el Plasma por unidad de tiempo y los
fragmentos de estas células se mezclarian juntos durante la circulacion, los 4x10° fragmentos de ADN podrian venir
de 4x10” células diferentes. Si estas células no tienen una relacion clonal entre si reciente (es decir, que no
comparten una célula ancestral reciente) (en oposicidon a distante, por ejemplo, el cigoto original) entonces es
estadisticamente probable que ninguna mutacion se vea mas de una vez entre estos fragmentos.

Por otro lado, si entre los 1000 equivalentes de genoma por ml de ADN de plasma hay un cierto porcentaje de
células que comparten una célula ancestral reciente (es decir, estan relacionadas entre si por clonacion), entonces
se podria ver que las mutaciones de este clon estan representadas preferentemente en el ADN de plasma (por
ejemplo, que exhiben un perfil mutacional clonal en el plasma). Tales células clonalmente relacionadas podrian ser
células de cancer o células que estan en el proceso de convertirse en un cancer, pero que aun no lo son (es decir,
pre-neoplasicas). Por lo tanto, requerir que una mutacién se muestre mas de una vez puede eliminar esta variacion
natural en las “mutaciones” identificadas en la muestra, lo cual puede dejar mas mutaciones relacionadas con las
células de cancer o células pre-neoplasicas, permitiendo asi la deteccion, especialmente la deteccion temprana del
cancer o condiciones precancerosas.

En una aproximacién, se ha establecido que, en promedio, una mutaciéon se acumulara en el genoma después de
cada divisién celular. Los trabajos anteriores han mostrado que la mayor parte del ADN de plasma es de células
hematopoyéticas (Lui YY et al. Clin Chem 2002: 48: 421-427). Se ha estimado que las células madre
hematopoyéticas se replican una vez cada 25-50 semanas (Catlin SN, et al. Blood 2011; 117: 4460-4466). Por lo
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tanto, como una aproximacion simplista, un sujeto sano de 40 afios de edad habria acumulado unas 40 a 80
mutaciones por células madre hematopoyéticas.

Si hay 1000 equivalentes de genoma por ml en el plasma de esta persona, y si cada una de estas células se deriva
de una célula madre hematopoyética diferente, entonces podrian esperarse de 40.000 a 80.000 mutaciones entre
los 4x10"° fragmentos de ADN (es decir, 4x10’ fragmentos de ADN por genoma, y 1000 equivalentes de genoma por
ml de plasma). Sin embargo, como cada mutacién se veria una vez, cada mutacion puede seguir por debajo de un
limite de deteccion (por ejemplo, si el valor de corte N es mayor que 1) , y por lo tanto, estas mutaciones se pueden
filtrar, permitiendo de ese modo que el analisis se enfoque en las mutaciones que son mas probables que resulten
de afecciones cancerosas. El valor de corte puede ser cualquier valor (nUmero entero o no entero) mayor que uno, y
puede ser dinamico para diferentes loci y regiones. La profundidad de secuenciaciéon y concentracion fraccional de
ADN de tumor también pueden afectar a la sensibilidad de la deteccién de mutaciones (por ejemplo, porcentaje de
mutaciones detectables) de las células de cancer o células pre-neoplasicas.

IV. COMPARACION DEL SG DIRECTAMENTE CON EL CG

Algunas realizaciones pueden identificar posiciones de nucleétidos donde el CG es homocigoto, pero donde una
especie minoritaria (es decir, el ADN de tumor) en el SG es heterocigota. Cuando se secuencia una posicién con
una elevada profundidad (por ejemplo, cobertura de mas de 50 veces), se puede detectar si hay uno o dos alelos en
esta posicion en la mezcla de ADN de células sanas y cancerosas. Cuando hay dos alelos detectados, o bien (1) el
CG es heterocigoto o (2) el CG es homocigoto pero el SG es heterocigoto. Estos dos escenarios se pueden
diferenciar observando los recuentos relativos de los alelos mayoritarios y minoritarios. En el primer escenario, los
dos alelos tendrian numeros similares de recuentos; pero para el ultimo escenario, habria una gran diferencia en sus
numeros de recuentos. Esta comparacion de los recuentos de alelos relativos de las lecturas de la muestra de
prueba es una realizacion para comparar las etiquetas de secuencia con el genoma constitucional. Los primeros loci
del método 100 se pueden determinar como loci donde el nimero de alelos esta por debajo de un umbral superior
(umbral correspondiente a un polimorfismo en el CG) y por encima de un umbral inferior (umbral correspondiente a
errores y mutaciones somaticas que ocurren a una velocidad suficientemente baja al no estar asociadas con una
afeccion cancerosa). Por lo tanto, el genoma constitucional y los primeros loci pueden determinarse al mismo
tiempo.

En otra realizacion, un proceso para identificar mutaciones puede determinar el CG primero, y luego determinar loci
que tienen un numero suficiente de mutaciones con relacion al CG. El CG se puede determinar de una muestra
constitucional que es diferente de la muestra de prueba.

La FIG. 2 muestra un diagrama de flujo de un método 200 que compara el genoma de muestra (SG) directamente
con el genoma constitucional (CG) de acuerdo con las realizaciones de la presente invencién. En el bloque 210, se
obtiene un genoma constitucional del sujeto. EI genoma constitucional puede obtenerse, por ejemplo, de una
muestra tomada previamente a tiempo o una muestra constitucional que se obtiene y se analiza justo antes de que
el método 200 se implemente.

En el bloque 220, una o mas etiquetas de secuencia son recibidas para cada una de una pluralidad de fragmentos
de ADN en una muestra bioldgica del sujeto. La secuenciaciéon se puede realizar usando diversas técnicas, como se
ha mencionado en la presente memoria. Las etiquetas de secuencia son una medida de lo que se cree que es la
secuencia de un fragmento. Pero, una o mas bases de una etiqueta de secuencia pueden ser erréneas.

En el bloque 230, al menos una porcién de las etiquetas de secuencia estan alineadas con el genoma constitucional.
La alineacion puede explicar que el CG sea heterocigoto en varios loci. La alineacién no requeriria una coincidencia
exacta de modo que se podrian detectar las variantes.

En el bloque 240, se identifican las etiquetas de secuencia que tienen una variante de secuencia en un locus
respecto al genoma constitucional. Es posible que una etiqueta de secuencia pudiera tener mas de una variante. Las
variantes para cada locus y para cada etiqueta de secuencia pueden ser rastreadas. Una variante podria ser
cualquier alelo que no esta en el CG. Por ejemplo, el CG podria ser heterocigoto para A/T y la variante podria ser G
oC.

En el bloque 250, para cada locus con una variante, un sistema informatico puede contar un primer numero
respectivo de etiquetas de secuencia que se alinean con el locus y tienen una variante de secuencia en el locus. Por
lo tanto, cada locus puede tener un recuento asociado del nimero de variantes vistas en el locus. Generalmente, un
menor numero de variantes seran vistas en un locus en comparacién con las etiquetas de secuencia que
corresponden al CG, por ejemplo, debido a que la concentracion de ADN de tumor es menor que 50 %. Sin
embargo, algunas muestras pueden tener una concentracion de ADN de tumor que es mayor que 50 %.

En el bloque 260, un pardmetro se determina basandose en los primeros numeros respectivos. En una realizacion, si

un numero respectivo es mayor que un valor de corte (por ejemplo, mayor que dos), entonces el nimero respectivo
se puede afadir a una suma, que es el parametro o se utiliza para determinar el parametro. En otra realizacion, el
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numero de loci que tienen un namero respectivo mayor que el valor de corte se utiliza como el parametro.

En el bloque 270, el parametro se compara con un valor umbral para clasificar a un nivel de cancer. Como se
describié anteriormente, el valor umbral puede determinarse a partir del andlisis de las muestras de otros sujetos.
Dependiendo del estado sano o con cancer de estos otros sujetos, se puede determinar la clasificacion. Por ejemplo,
si los otros sujetos tenian cancer en estadio 4, entonces si el pardametro actual estaba cerca (por ejemplo, dentro de
un rango especifico) al valor del parametro obtenido de los otros sujetos, entonces el sujeto actual podria ser
clasificado como que tiene cancer de estadio 4. Sin embargo, si el parametro supera el umbral (es decir, mayor o
menor, dependiendo de como se define el parametro), entonces la clasificacion puede ser identificada como que es
menor de estadio 4. Un andlisis similar se puede hacer cuando los otros sujetos no tienen cancer.

Se pueden utilizar multiples umbrales para determinar la clasificacion, donde cada umbral se determina de un
conjunto diferente de sujetos. Cada conjunto de sujetos puede tener un nivel comin de cancer. Por lo tanto, el
parametro actual se puede comparar con los valores de cada conjunto de sujetos, lo que puede proporcionar una
coincidencia con uno de los conjuntos o proporcionar un rango. Por ejemplo, el parametro puede ser
aproximadamente igual al pardametro obtenido para los sujetos que son precancerosos o en estadio 2. En otro
ejemplo, el parametro actual puede entrar en un rango que posiblemente puede coincidir con varios niveles
diferentes de cancer. Por lo tanto, la clasificacion puede incluir mas de un nivel de cancer.

V. USO DEL GENOMA DE REFERENCIA

Las secuencias gendmicas tanto del ADN constitucional como del ADN de la muestra biolégica pueden ser
comparadas con el genoma de referencia humano. Cuando hay mas cambios en la muestra de plasma que en el
ADN constitucional en comparaciéon con el genoma de referencia, entonces hay una probabilidad mas alta de
cancer. En una realizacion, se estudian los loci homocigotos en el genoma de referencia. Las cantidades de loci
heterocigotos tanto en el ADN constitucional como en el ADN de la muestra biolégica se comparan. Cuando la
cantidad de sitios heterocigotos detectados del ADN de la muestra biolégica supera a la del ADN constitucional, hay
una mayor probabilidad de cancer.

El analisis también podria limitarse a loci que son homocigotos en el GC. Las SNM también se pueden definir para
loci heterocigotos, pero esto generalmente requeriria la generacion de una tercera variante. En otras palabras, si el
locus heterocigoto es A/T, una nueva variante seria C o G. La identificacion de SNM para loci homocigotos es
generalmente mas facil.

El grado de aumento en la cantidad de loci heterocigotos en el ADN de la muestra bioldgica respecto al ADN
constitucional puede ser indicativo de cancer o de un estado premaligno cuando se compara con la velocidad de
cambio observado en sujetos sanos. Por ejemplo, si el grado de aumento de tales sitios es superior al observado en
sujetos sanos en un cierto umbral, se puede considerar que los datos son indicativos de cancer o de un estado
premaligno. En una realizacion, la distribucion de las mutaciones en sujetos sin cancer se determina y se puede
considerar un umbral como un cierto nimero de desviaciones estandar (por ejemplo, 2 o 3 desviaciones estandar).

Una realizacion puede requerir al menos un nimero especificado de variantes en un locus antes de que se cuente el
locus. Otra realizacion proporciona una prueba incluso para los datos basandose en la observaciéon de un cambio
una vez. Por ejemplo, cuando el niumero total de variaciones (errores + mutaciones o polimorfismos auténticos)
vistas en plasma es estadisticamente de manera significativa mayor que en el ADN constitucional, entonces no hay
evidencia de cancer.

La FIG. 3 muestra un diagrama de flujo de un método 300 que compara el genoma de muestra (SG) con el genoma
constitucional (CG), utilizando el genoma de referencia (RG) de acuerdo con las realizaciones de la presente
invencion. El método 300 asume que el RG ya se ha obtenido, y que ya se han recibido las etiquetas de secuencia
para la muestra biologica.

En el bloque 310, al menos una porcién de las etiquetas de secuencia estan alineadas con el genoma de referencia.
La alineacion puede permitir que se detecten malos apareamientos como variaciones. EI genoma de referencia
puede ser de una poblacion similar a la del sujeto. Las etiquetas de secuencia alineadas comprenden efectivamente
el genoma de muestra (SG).

En el bloque 320, se identifica un primer nimero (A) de variantes potenciales, por ejemplo, mutaciones de nucleétido
unico (SNM). Las SNM potenciales son loci donde una etiqueta de secuencia del SG muestra un nucleétido que es
diferente del RG. Se pueden usar otros criterios, por ejemplo, el nimero de etiquetas de secuencia que muestran
una variacion debe ser mayor que un valor de corte y si un locus es homocigoto en el RG. El conjunto de SNM
potenciales puede ser representado como conjunto A cuando los loci especificos son identificados y rastreados
mediante el almacenamiento de los loci en la memoria. Los loci especificos se pueden determinar o simplemente se
puede determinar un numero de tales SNM.
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En el bloque 330, un genoma constitucional se determina mediante la alineacion de las etiquetas de secuencia
obtenidas mediante la secuenciacion de fragmentos de ADN de una muestra constitucional respecto a un genoma
de referencia. Esta etapa podria haber sido llevada a cabo en cualquier momento con anterioridad y utilizando una
muestra constitucional obtenida en cualquier momento con anterioridad. EI CG simplemente se podria leer de la
memoria, donde la alineacion se hizo anteriormente. En una realizacion, la muestra constitucional podria ser células
sanguineas.

En el bloque 340, se identifican un segundo numero (B) de loci donde una etiqueta de secuencia alineada del CG
tiene una variante (por ejemplo, una SNM) en un locus respecto al genoma de referencia. Si un conjunto de loci se
rastrea especificamente, entonces B puede representar el conjunto, en lugar de sélo un numero.

En el bloque 350, el conjunto B se resta del conjunto A para identificar variantes (SNM) que estan presentes en el
genoma de muestra, pero no en el CG. En una realizacion, el conjunto de SNM puede limitarse a las posiciones de
nucleétidos donde el CG es homocigoto. Para lograr esta filtracion, los loci especificos donde el CG es homocigoto
pueden ser identificados en el conjunto C. En otra realizacion, un locus no se cuenta en el primer numero A o el
segundo numero B, si el CG no es homocigoto en el locus. En otra realizacién, se puede filtrar cualquier
polimorfismo conocido (por ejemplo, en virtud de su presencia en una base de datos de SNP).

En una realizacion, la sustraccion en el bloque 350 puede ser simplemente una sustraccion de numeros, y por lo
tanto las SNM potenciales especificas no se eliminan, sino que simplemente se resta un valor. En otra realizacion, la
sustraccion considera una diferencia entre el conjunto A y el conjunto B (por ejemplo, donde el conjunto B es un
subconjunto del conjunto A) para identificar las SNM especificas que no estan en el conjunto B. En valores légicos,
esto puede expresarse como [A Y NO (B)]. El conjunto resultante de variantes identificadas puede ser marcado
como C. El pardmetro puede determinarse como el numero C o determinarse a partir del conjunto C.

En algunas realizaciones se puede tener en cuenta la naturaleza de las mutaciones y diferentes ponderaciones
atribuidas a diferentes clases de mutaciones. Por ejemplo, las mutaciones que se asocian comunmente con el
cancer se pueden atribuir a una ponderacién mayor (también llamado un valor de importancia cuando se hace
referencia a las ponderaciones relativas de loci). Tales mutaciones se pueden encontrar en las bases de datos de
mutaciones asociadas con el tumor, por ejemplo, el Catalogo de Mutaciones Somaticas en Cancer (COSMIC)
(www.sanger.ac.uk/genetics /CGP/cosmic/). En otro ejemplo, las mutaciones asociadas con cambios no sinénimos
se pueden atribuir a una ponderacién mayor.

Por lo tanto, el primer nimero A podria ser determinado como una suma ponderada, donde el recuento de etiquetas
que muestra una variante en un locus puede tener una ponderacién diferente que el recuento de etiquetas en otro
locus. El primer niumero A puede reflejar esta suma ponderada. Un calculo similar se puede realizar para B, y por lo
tanto el numero C y el parametro pueden reflejar esta ponderacion. En otra realizacion, las ponderaciones se
cuentan cuando se determina un conjunto C de loci especificos. Por ejemplo, una suma ponderada puede
determinarse para los recuentos de los loci del conjunto C. Tales ponderaciones pueden ser utilizadas para otros
métodos descritos en la presente memoria.

Por consiguiente, el parametro que se compara con un umbral para determinar la clasificacion de un nivel de cancer
puede ser el numero de loci que exhiben una variacion para el SG y el CG con respecto al RG. En otras
realizaciones, se puede contar el numero total de fragmentos de ADN (como se conté con las etiquetas de
secuencia) que muestra una variacion. En otras realizaciones, tales nimeros se pueden utilizar en otra formula para
obtener el parametro.

En una realizacién, la concentracion de la variante en cada locus puede ser un parametro y se compara con un
umbral. Este umbral puede ser utilizado para determinar si un locus es un locus variante potencial (ademas del
punto de corte de un niumero especifico de lecturas que muestra la variante), y posteriormente se contara el locus.
La concentracion también se podria utilizar como un factor de ponderacion en una suma de las SNM.

V1. DISMINUCION DE FALSOS POSITIVOS USANDO VALORES DE CORTE

Como se menciond anteriormente, las mutaciones de nucleétido Unico pueden ser reconocidas en un gran nimero
de fragmentos de ADN libres de células (por ejemplo, ADN circulante en plasma) para una regién genémica grande
(por ejemplo, el genoma completo) o un nimero de regiones genémicas para mejorar la sensibilidad del enfoque.
Sin embargo, los errores analiticos, tales como errores de secuenciacion pueden afectar a la viabilidad, precision y
la especificidad de este enfoque. Aqui, utilizamos la plataforma de secuenciacion masivamente paralela como un
ejemplo para ilustrar la importancia de los errores de secuenciacion. La tasa de error de secuenciacion de la
plataforma Illlumina de secuenciacion por sintesis es de aproximadamente 0,1 % a 0,3 % por nucledtido secuenciado
(Minoche et al. Genome Biol 2011, 12:R112). Cualquier plataforma de secuenciacién masivamente paralela se
puede usar, incluyendo una plataforma de secuenciacion por ligacion (por ejemplo, la plataforma de Life
Technologies SOLID), lon Torrent/lon Proton, la secuenciacion por semiconductores, Roche 454, las plataformas de
secuenciacion molecular unica (por ejemplo Helicos, Pacific Biosciences y Nanopore).
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En un estudio previo sobre el carcinoma hepatocelular, se mostré que existen aproximadamente 3.000 mutaciones
de nucledtido unico para el genoma completo del cancer (Tao Y et al. 2011 Proc Natl Acad Sci USA; 108: 12042-
12047). Suponiendo que solo el 10 % del ADN total en la circulacion se deriva de las células tumorales y el ADN de
plasma es secuenciado con una profundidad de secuenciacion media de cobertura del genoma haploide de una vez,
nos encontrariamos 9 millones (3 x 10° x 0,3 %) de variaciones de nucledtido tnico (SNV) debido a los errores de
secuenciacion. Sin embargo, la mayoria de las mutaciones de nucleétido Unico se espera que ocurran en sélo uno
de los dos cromosomas homologos. Con una profundidad de secuenciacion de cobertura del genoma haploide de
una vez de una muestra con 100 % de ADN de tumor, esperariamos detectar sélo la mitad de las 3.000 mutaciones,
es decir, 1.500 mutaciones. Cuando secuenciamos la muestra de plasma que contiene 10 % de ADN derivado de
tumor a una cobertura del genoma haploide, esperariamos detectar s6lo 150 (1.500 x 10 %) mutaciones de
nucledtido Unico asociadas con el cancer. Por lo tanto, la relacion sefial-ruido para la deteccion de mutaciones
asociadas con el cancer es 1 en 60.000. Esta relacién sefial-ruido muy baja sugiere que la exactitud de la utilizacion
de este procedimiento para diferenciar los casos normales y cancerosos seria muy baja si simplemente se usaran
todos los cambios de nucledtido Unico en la muestra bioldgica (por ejemplo, plasma) como un parametro.

Se espera que con los avances en las tecnologias de secuenciacion, se produzca una reduccién continua de la tasa
de error de secuenciacion. También se puede analizar la misma muestra utilizando mas de una plataforma de
secuenciacion y por medio de una comparacion de los resultados de secuenciacion de plataforma cruzada, localizar
las lecturas que puedan resultar afectadas por los errores de secuenciaciéon. Otro enfoque es analizar dos muestras
tomadas en diferentes momentos del mismo sujeto. Sin embargo, estos procedimientos llevan mucho tiempo.

En una realizacién, una forma de aumentar la relacion sefal-ruido en la deteccion de mutaciones de nucleétido Unico
en el plasma de pacientes con cancer es contar una mutacion sélo si hay multiples ocurrencias de la misma
mutacion en la muestra. En las plataformas de secuenciacién seleccionadas, los errores de secuenciacién que
implican sustituciones de nucledtidos particulares pueden ser mas comunes y afectarian a los resultados de la
secuenciacion de la muestra de prueba y la muestra de ADN constitucional tanto del sujeto de prueba como de los
sujetos de control. Sin embargo, en general, los errores de secuenciacion se producen aleatoriamente.

La posibilidad de tener un error de secuenciacion es exponencialmente mas baja cuando se observa el mismo
cambio en la misma posicion de nucleétido en multiples fragmentos de ADN. Por otro lado, la posibilidad de detectar
un cambio mutacional genuino asociado con el cancer en la muestra se ve afectado por la profundidad de
secuenciacion y la concentracion fraccional del ADN de tumor en la muestra. La posibilidad de observar la mutacién
en multiples fragmentos de ADN aumentaria con la profundidad de secuenciacion y la concentracién fraccional del
ADN de tumor. En diversas realizaciones que utilizan muestras con ADN de tumor libre de células (tal como en el
plasma), la concentracion fraccional puede ser 5 %, 10 %, 20 % y 30 %. En una realizacion, la concentracion
fraccional es menos de 50 %.

La FIG. 4 es una tabla 400 que muestra el nimero de mutaciones de nucleétido Unico asociadas con el cancer
identificadas correctamente usando diferente nimero de ocurrencias como el criterio para clasificar una mutacion
como que esta presente en la muestra de acuerdo con las realizaciones de la presente invencion. También se
muestran los numeros de posiciones de nucleétidos que se identifican falsamente de tener una mutaciéon debido a
un error de secuenciacion basandose en los mismos criterios de clasificacion. Se supone que la tasa de error de
secuenciacion es 0,1 % (Minoche et al. Genome Bio 2011, 12:R112). La concentracién fraccional de ADN derivado
de tumor en la muestra se supone que es 10 %.

La FIG. 4 muestra que la relacion entre el nimero de mutaciones asociadas con el cancer detectadas en el plasma y
el nimero de resultados falsos positivos aumentaria exponencialmente con el aumento del nimero de veces que el
mismo cambio se ve en la muestra para definir una mutacion, cuando la concentracion fraccional de ADN derivado
de tumor en la muestra se supone que es del 10 %. En otras palabras, tanto la sensibilidad como la especificidad
para la deteccién de mutaciones del cancer mejorarian. Ademas, la sensibilidad para la deteccion de las mutaciones
asociadas con el cancer se ve afectada por la profundidad de la secuenciaciéon. Con cobertura del genoma haploide
de 100 veces de secuenciacion, se pueden detectar 2.205 (73,5 %) de las 3.000 mutaciones incluso utilizando el
criterio de la ocurrencia de la mutacién particular en al menos 4 fragmentos de ADN en la muestra. Se pueden
utilizar otros valores para el nimero minimo de fragmentos, tales como 3, 5, 8, 10, y mayor que 10.

La FIG. 5 es una tabla 500 que muestra el numero esperado de loci falsos positivos y el numero esperado de
mutaciones identificadas cuando la concentracién fraccional de ADN derivado de tumor en la muestra se supone que
es del 5 %. Con una concentracion fraccional inferior de ADN derivado de tumor en la muestra, se requiere una
profundidad de secuenciacidon mayor para lograr la misma sensibilidad de la deteccion de las mutaciones asociadas
con el cancer. Un criterio mas riguroso también seria necesario para mantener la especificidad. Por ejemplo, tendria
que ser utilizado el criterio de la ocurrencia de la mutacioén particular en al menos 5 fragmentos de ADN, en lugar del
criterio de al menos 4 ocurrencias en la situacion del 10 % de fraccion de ADN de tumor, en la muestra. Las Tablas
400 y 500 proporcionan guia para el valor de corte a utilizar dada la cobertura de veces y una concentraciéon de ADN
de tumor, que puede suponerse o medirse como se describe en la presente memoria.
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Otra ventaja del uso de los criterios de la deteccion de un cambio de nucledtido unico mas de una vez para definir
una mutacién es que se espera minimizar la deteccién de falsos positivos debido a los cambios de nucleétido Unico
en los tejidos no malignos. Como pueden producirse cambios de nucledtidos durante la mitosis de las células
normales, cada célula sana en el cuerpo puede albergar un numero de cambios de nucleétido unico. Estos cambios
pueden potencialmente conducir a resultados falsos positivos. Sin embargo, los cambios de una célula estarian
presentes en el plasma/suero cuando la célula muere. Aunque se espera que diferentes células normales lleven
diferentes conjuntos de mutaciones, las mutaciones que ocurren en una célula es poco probable que estén
presentes en numerosas copias en el plasma/suero. Esto contrasta con las mutaciones dentro de las células
tumorales donde se espera ver multiples copias en el plasma/suero porque el crecimiento del tumor es de naturaleza
clonal. Por lo tanto, multiples células de un clon moririan y liberarian las mutaciones de firma representativas de los
clones.

En una realizacion, el enriquecimiento dirigido para las regiones genémicas especificas se puede realizar antes de la
secuenciacion. Esta etapa de enriquecimiento dirigido puede aumentar la profundidad de secuenciaciéon de las
regiones de interés con la misma cantidad total de secuenciacion realizada. En otra realizacién mas, primero se
puede realizar una ronda de secuenciacién con relativamente poca profundidad de secuenciacion. A continuacion,
las regiones que muestran al menos un cambio de nucledtido Unico pueden ser enriquecidas por una segunda ronda
de secuenciaciéon que tiene una cobertura de veces mayor. Después, el criterio de multiples ocurrencias se puede
aplicar para definir una mutacién de los resultados de secuenciaciéon con un enriquecimiento dirigido.

VII. PUNTOS DE CORTE DINAMICOS

Como se describié anteriormente, se puede utilizar un valor de corte N para el nimero de lecturas que soportan una
variante (mutacién potencial) para determinar si un locus califica como una mutacion (por ejemplo, una SNM) a ser
contada. La utilizacion de un punto de corte tal puede reducir los falsos positivos. La siguiente descripcion
proporciona métodos para seleccionar un punto de corte para diferentes loci. En las siguientes realizaciones, se
supone que hay un unico clon de cancer predominante. Un andlisis similar puede llevarse a cabo para los
escenarios que implican multiples clones de células de cancer que liberan diferentes cantidades de ADN de tumor
en el plasma.

A. Nimero de mutaciones asociadas con el cancer detectadas en el plasma

El nimero de mutaciones asociadas con el cancer detectables en el plasma puede verse afectado por diversos
parametros, por ejemplo: (1) El nUmero de mutaciones en el tejido de tumor (N1) - el nimero total de mutaciones
presentes en el tejido de tumor es el numero maximo de mutaciones asociadas con el tumor detectables en el
plasma del paciente; (2) La concentracion fraccional de ADN derivado de tumor en plasma (f) - cuanto mayor es la
concentracion fraccional de ADN derivado de tumor en plasma, mayor seria la posibilidad de detectar las mutaciones
asociadas con el tumor en el plasma; (3) Profundidad de secuenciacion (D) - la profundidad de secuenciacion se
refiere al numero de veces que la region secuenciada esta cubierta por las lecturas de secuencia. Por ejemplo, una
profundidad de secuenciacién promedio de 10 veces significa que cada nucledtido dentro de la regién secuenciada
esta cubierta en un promedio por 10 lecturas de secuencia. La posibilidad de detectar una mutacion asociada con el
cancer aumentaria cuando se aumenta la profundidad de secuenciacion; y (4) El nUmero minimo de veces que un
cambio de nucledtido se detecta en el plasma para definir como una mutacién potencial asociada con el cancer (r) ,
que es un valor de corte utilizado para discriminar los errores de secuenciacion de mutaciones reales asociadas con
el cancer.

En una aplicacién se usa la distribucion de Poisson para predecir el nuUmero de mutaciones asociadas con el cancer
detectadas en el plasma. Suponiendo que una mutacién esta presente en una posicion de nucleétido en uno de los
dos cromosomas homalogos, con una profundidad de secuenciacion de D, el nimero esperado de veces que una
mutacion esta presente en el plasma (Mp) se calcula como: Mp = D x /2.

La probabilidad de detectar la mutacién en el plasma (Pb) en un sitio de mutacién particular se calcula como:

r—1
Pb=1-— Z Poisson(i, Mp)

i=0

donde r (valor de corte) es el nimero de veces que un cambio de nucleétido se ve en el plasma para definir como
una mutacion potencial asociada con el tumor; Poisson (i,Mp) es la probabilidad de la distribuciéon de Poisson que
tiene i ocurrencias con un numero promedio de Mp.

El numero total de mutaciones asociadas con el cancer esperadas para ser detectadas en el plasma (NP) se puede
calcular como: Np = Nt x Pb, donde NT es el numero de mutaciones presentes en el tejido de tumor. Las siguientes
graficas muestran los porcentajes de mutaciones asociadas con el tumor esperadas para ser detectadas en el
plasma utilizando diferentes criterios de ocurrencias (r) para detectar una mutacion potencial y diferentes

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 687 847 T3

profundidades de secuenciacion.

La FIG. 6A es una grafica 600 que muestra la tasa de deteccion de mutaciones asociadas con el cancer en el
plasma con 10 % y 20 % de concentraciones fraccionales en plasma de ADN derivado de tumor y utilizando cuatro y
seis ocurrencias (r) como criterios para detectar las mutaciones potenciales asociadas con el cancer. Con la misma
r, una concentracion fraccional mayor de ADN derivado de tumor en plasma resultaria en un mayor nimero de
mutaciones asociadas con el cancer detectables en el plasma. Con la misma concentracién fraccional de ADN
derivado de tumor en plasma, una mayor r tendria como resultado un menor nimero de mutaciones detectadas.

B. NUmero de falsos positivos Gnicos detectados debido a errores

Los cambios de nucleétido unico en los datos de secuenciacion de ADN de plasma pueden ocurrir debido a errores
de secuenciacion y alineacion. El niumero de posiciones de nucleétidos con cambios de nucleétido Unico falsos
positivos se puede predecir matematicamente basandose en una distribuciéon binomial. Los parametros que afectan
al numero de sitios falsos positivos (Nrp) pueden incluir: (1) Tasa de error de secuenciacion (E) — La tasa de error de
secuenciacion se define como la proporcion de nucleétidos secuenciados que es incorrecta; (2) Profundidad de
secuenciacion (D) - Con una profundidad de secuenciacion mayor, el nimero de posiciones de nucledtidos que
muestran un error de secuenciacion aumentaria; (3) El numero minimo de ocurrencias del mismo cambio de
nucledtido para la definicion de una mutacién potencial asociada con el cancer (r) ; y (4) El nimero total de
posiciones de nucleétidos dentro de la regidn de interés (N)) .

La ocurrencia de mutaciones puede considerarse en general como un proceso aleatorio. Por lo tanto, con el
aumento de los criterios de ocurrencia para la definicion de una mutacion potencial, el niumero de posiciones de
nucledtidos falsas positivas disminuiria exponencialmente con r. En algunas de las plataformas de secuenciacion
existentes, ciertos contextos de secuencia son mas propensos a tener errores de secuenciacion. Los ejemplos de
tales contextos de secuenciacion incluyen el motivo GGC, homopolimeros (por ejemplo AAAAAAA), y repeticiones
simples (por ejemplo ATATATATAT). Estos contextos de secuencia aumentaran sustancialmente el cambio de
nucleostido Unico o artefactos de insercion/delecion (Nakamura K et al. Nucleic Acids Res 2011; 39,e90 y Minoche AE
et al. Genome Biol 2011; 12,R112). Ademas, las secuencias de repeticion, tales como homopolimeros y repeticiones
simples, introducirian computacionalmente ambigiedades en la alineacién vy, por lo tanto, conducirian a resultados
falsos positivos para las variaciones de nucleétido unico.

Cuanto mas grande es la region de interés, mayor es el nUmero de posiciones de nucleétidos falsas positivas. Si se
esta buscando mutaciones en el genoma completo, entonces la region de interés seria el genoma completo y el
numero de nucledtidos implicados seria de 3 mil millones. Por otro lado, si se centra en los exones, entonces el
numero de nucledtidos que codifican los exones, es decir, aproximadamente 45 millones, constituiria la region de
interés.

El numero de posiciones de nucledtidos falsas positivas asociadas con los errores de secuenciacion se puede
determinar basandose en los siguientes calculos. La probabilidad (Pgr) de tener el mismo cambio de nucleétido en la
misma posicion debido a errores de secuenciacion se puede calcular como:

E r—1
Po, = C(D,1)E (5)

donde C(D, r) es el numero de combinaciones posibles para la eleccién de elementos r de un total de elementos D; r
es el numero de ocurrencias para definir una mutacion potencial; D es la profundidad de secuenciacioén; y E es la
tasa de error de secuenciacion. C(D, r) se puede calcular como:

D1

cinr) = r'{D — r)!

El nimero de posiciones de nucledétidos (Nrp) que son falsos positivos para mutaciones se puede calcular como:
Npp = NPy
donde N; es el numero total de posiciones de nucleétidos en la region de interés.

La FIG. 6B es una grafica 650 que muestra el nimero esperado de posiciones de nucledtidos falsamente
clasificadas como que tienen un cambio de nucleétido utilizando criterios de ocurrencia (r) de 4, 5, 6 y 7 frente a la
profundidad de secuenciacion. En este calculo, la regién de interés se supone que es el genoma completo (3 mil
millones de posiciones de nucleétidos). Se supone que la tasa de error de secuenciacién es 0,3 % de los nucleétidos
secuenciados. Como se puede ver, el valor de r tiene un impacto significativo en los falsos positivos. Pero, como se
puede ver de la FIG. 6A, un valor mayor de r también reduce el nimero de mutaciones detectadas, al menos hasta
que se usen profundidades de secuenciacion significativamente mayores.
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C. Eleccién de la ocurrencia minima (r)

Como se ha descrito anteriormente, el nimero de sitios verdaderos de mutaciéon asociada con el cancer y los sitios
falsos positivos debido a errores de secuenciaciéon aumentaria con la profundidad de secuenciacién. Sin embargo,
sus tasas de aumento serian diferentes. Por lo tanto, es posible utilizar la eleccién de la profundidad de secuencia y
el valor de r para maximizar la deteccion de mutaciones verdaderas asociadas con el cancer mientras se mantiene el
numero de sitios falsos positivos en un valor bajo.

La FIG. 7A es una grafica 700 que muestra el numero de sitios verdaderos de mutacién asociada con el cancer y
sitios falsos positivos con profundidades de secuenciacion de diferencia. EI niUmero total de mutaciones asociadas
con el cancer en el tejido de tumor se supone que es 3.000 y la concentracion fraccional de ADN derivado de tumor
en plasma se supone que es 10 %. Se supone que la tasa de error de secuenciacion es 0,3 %. En la leyenda, TP
denota los sitios verdaderos positivos en los que una mutacién correspondiente esta presente en el tejido de tumor,
y FP denota sitios falsos positivos en los que ninguna mutacion correspondiente esta presente en el tejido del tumor
y los cambios de nucleétidos presentes en los datos de secuenciacion son debido a errores de secuenciacion.

De la grafica 700, a una profundidad de secuenciacion de 110 veces, aproximadamente 1.410 mutaciones
verdaderas asociadas con el cancer se detectarian si usamos la ocurrencia minima de 6 como el criterio (r = 6) para
definir un sitio de mutacién potencial en el plasma. Usando este criterio, sélo aproximadamente 20 sitios falsos
positivos serian detectados. Si utilizamos el minimo de 7 ocurrencias (r = 7) como criterio para definir una mutacion
potencial, el nUmero de mutaciones asociadas con el cancer que podrian ser detectadas se reduciria en 470 a
aproximadamente 940. Por lo tanto, el criterio de r = 6 haria mas sensible la deteccidon de mutaciones asociadas con
el cancer en el plasma.

Por otro lado, con una profundidad de secuenciacién de 200 veces, el nimero de mutaciones verdaderas asociadas
con el cancer detectadas seria aproximadamente 2.800 y 2.600, si utilizamos los criterios de ocurrencia minima (r)
de 6 y 7, respectivamente, para definir las mutaciones potenciales. Utilizando estos dos valores de r, los numeros de
sitios falsos positivos serian aproximadamente 740 y 20, respectivamente. Por lo tanto, con una profundidad de
secuenciacion de 200 veces, el uso de un criterio mas riguroso de r = 7 para definir una mutacién potencial puede
reducir en gran medida el nimero de sitios falsos positivos sin afectar significativamente de forma negativa la
sensibilidad para detectar las mutaciones verdaderas asociadas con el cancer.

D. Punto de corte dinamico para datos de secuenciacion para la definicion de mutaciones potenciales en plasma

La profundidad de secuenciacion de cada nucleétido dentro de la region de interés seria diferente. Si aplicamos un
valor de corte fijo para la ocurrencia de un cambio de nucleétido para definir una mutacién potencial en plasma, los
nucleétidos que estan cubiertos por mas lecturas de secuencia (es decir, una profundidad de secuenciacién mayor)
tendrian mayores probabilidades de ser falsamente marcados como que tienen variacion de nucleétidos en ausencia
de tal cambio en el tejido de tumor debido a los errores de secuenciacion en comparacion con los nucleétidos que
tienen profundidades de secuenciacion menores. Una realizacion para superar este problema es aplicar un valor de
corte dinamico de r a diferentes posiciones de nucledtidos de acuerdo con la profundidad de secuenciacion real de la
posicion de nucleétido particular, y de acuerdo con el limite superior deseado de la probabilidad de detectar
variaciones falsas positivas.

En una realizacién, la tasa de falsos positivos maxima permisible se puede fijar en 1 en 1,5x108 posiciones de
nucledtidos. Con esta tasa de falsos positivos maxima permisible, el nimero total de sitios falsos positivos que se
identifica en el genoma completo seria menos de 20. El valor de r para diferentes profundidades de secuenciacion
se puede determinar de acuerdo con las curvas mostradas en la FIG. 6B y estos puntos de corte se muestran en la
Tabla 1. En otras realizaciones pueden utilizarse otras tasas de falsos positivos maximas permisibles diferentes, por
ejemplo 1 de 3 x 10®, 1 de 10° 0 1 de 6 x 107, pueden ser utilizadas. El nimero total correspondiente de sitios falsos
positivos seria menor de 10, 30 y 50, respectivamente.

Tabla 1. El nimero minimo de apariciones de un cambio de nucledtidos presente en plasma para definir una posible
mutacioén (r) para diferentes profundidades de secuenciacion de la posicion de nucleétido particular. La tasa maxima
de falsos positivos se fija en 1 de 1,5x108 nucledtidos.

Profundidad de secuenciacién de una posicion Minimo nimero de ocurrencia de un cambio de nucleétido
de nucleotido particular presente en los datos de secuenciacion del ADN de plasma
para definir una mutacion potencial (r)
<50 5
50-110 6
111 -200 7
201 -310 8
311 -450 9
451 -620 10
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Profundidad de secuenciacion de una posicién Minimo numero de ocurrencia de un cambio de nucleétido
de nucleoétido particular presente en los datos de secuenciacion del ADN de plasma
para definir una mutacioén potencial (r)
621 - 800 11

E. Secuenciacion de enriquecimiento dirigido

Como se muestra en la FIG. 7A, una profundidad de secuenciacién mayor puede resultar en una mejor sensibilidad
para la deteccion de mutaciones asociadas con el cancer mientras se mantiene bajo el numero de sitios falsos
positivos permitiendo el uso de un valor mayor de r. Por ejemplo, a una profundidad de secuenciacién de 110 veces,
se pueden detectar en el plasma 1.410 mutaciones verdaderas asociadas con el cancer utilizando un valor de r de 6
mientras que el numero de mutaciones verdaderas asociadas con el cancer detectadas seria 2.600 cuando la
profundidad de secuenciacion aumenta hasta 200 veces y se aplica un valor r de 7. Los dos conjuntos de datos
darian un numero esperado de sitios falsos positivos de aproximadamente 20.

Aunque la secuenciacion del genoma completo a una profundidad de 200 veces es relativamente cara en la
actualidad, una posible manera para lograr una profundidad de secuenciacion seria centrarse en una region de
interés menor. El analisis de una region diana se puede lograr por ejemplo mediante, pero sin limitarse a, el uso de
cebos de ADN o ARN para capturar regiones gendmicas de interés por hibridacién. Las regiones capturadas se
extraen a continuacion, por ejemplo, por medios magnéticos y después se someten a secuenciacion. Dicha captura
dirigida se puede realizar, por ejemplo, utilizando el sistema de enriquecimiento de dianas Agilent SureSelect, el
sistema de enriquecimiento de dianas Roche Nimblegen y el sistema de resecuenciacién de dianas lllumina. Otro
procedimiento es realizar la amplificacion por PCR de las regiones diana y luego realizar la secuenciacion. En una
realizacion, la region de interés es el exoma. En dicha realizacion, la captura de la diana de todos los exones se
puede realizar en el ADN del plasma, y el ADN del plasma enriquecido para regiones exodnicas puede ser
secuenciado a continuacion.

Ademas de tener mayor profundidad de secuenciacion, el enfoque en regiones especificas en lugar del analisis del
genoma completo reduciria significativamente el nimero de posiciones de nucleétidos en el espacio de busqueda y
llevaria a una reduccién en el nimero de sitios falsos positivos dada la misma tasa de error de secuenciacion.

La FIG. 7B es una grafica 750 que muestra el nimero predicho de sitios falsos positivos que implican el analisis del
genoma completo (WG) y todos los exones. Para cada tipo de analisis, se utilizan dos valores diferentes, 5 y 6, para
r. Con una profundidad de secuenciacion de 200 veces, si r = 5 se utiliza para definir las mutaciones en plasma, el
numero predicho de sitios falsos positivos es aproximadamente 23.000 y 230 para el genoma completo y todos los
exones, respectivamente. Si r = 6 se utiliza para definir las mutaciones en el plasma, el nimero predicho de sitios
falsos positivos es 750 y 7, respectivamente. Por lo tanto, el limite del nimero de nucleétidos en la regién de interés
puede reducir significativamente el nimero de falsos positivos en el analisis mutacional de plasma.

En la secuenciacion de captura de exén o incluso captura de exoma se reduce el numero de nucleétidos en el
espacio de busqueda. Por lo tanto, incluso si permitimos una tasa de falsos positivos mayor para la deteccion de
mutaciones asociadas con el cancer, el nUmero absoluto de sitios falsos positivos se puede mantener a un nivel
relativamente bajo. La asignaciéon de una tasa de falsos positivos mayor permitiria un criterio menos estricto de
ocurrencias minimas (r) para definir una variacion de nucleétidos Unica en el plasma que se utiliza. Esto daria lugar a
una mayor sensibilidad para la deteccidon de mutaciones verdaderas asociadas con el cancer.

En una realizacion, se puede utilizar una tasa de falsos positivos méaxima permisible de 1,5 x 10°. Con esta tasa de
falsos positivos, el nimero total de sitios falsos positivos dentro de los exones diana seria so6lo 20. Los valores de r
para diferentes profundidades de secuenciacion utilizando una tasa de falsos positivos maxima permisible de 1,5 x
10° se muestran en la Tabla 2. En otras realizaciones se pueden utilizar otras tasas de falsos positivos maximas
permisibles diferentes, por ejemplo 1 de 3 x 10°, 1 de 10° 0 1 de 6 x 10°. El numero total correspondiente de sitios
falsos positivos seria menor de 10, 30 y 50, respectivamente. En una realizacion, diferentes clases de mutaciones se
pueden atribuir a diferentes ponderaciones, como se describié anteriormente.

Tabla 2. El numero minimo de aparicion de un cambio de nucledtido presente en plasma para definir una posible
mutacion (r) para diferentes profundidades de secuenciacion de la posicién de nucleétido particular. La tasa maxima
de falsos positivos se fija en 1 de 1,5x10° nucledtidos

Profundidad de secuenciacién de una posicién de | Minimo numero de ocurrencia de un cambio de
nucledtido particular nucleétido presente en los datos de secuenciacion del
ADN de plasma para definir una mutacién potencial (r)

<50

50 - 125

126 - 235

~N oo~

236 - 380
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Profundidad de secuenciacién de una posicién de | Minimo numero de ocurrencia de un cambio de
nucleoétido particular nucleodtido presente en los datos de secuenciacion del
ADN de plasma para definir una mutacién potencial (r)
381 - 560 8
561 - 760 9

VIIl. DETECCION DE CANCER

Como se mencioné anteriormente, los recuentos de las etiquetas de secuencia en loci variantes se pueden utilizar
en diversas formas para determinar el parametro, el cual se compara con un umbral para clasificar un nivel de
cancer. La concentracion fraccional de las lecturas variantes respecto a todas las lecturas en un locus o muchos loci
es otro parametro que puede ser utilizado. A continuacién se presentan algunos ejemplos para calcular el pardmetro
y el umbral.

A. Determinacion del parametro

Si el CG es homocigoto en un locus particular para un primer alelo y en la muestra bioloégica se observa un alelo
variante (por ejemplo, plasma), entonces la concentracion fraccional se puede calcular como 2p / (p+q), donde p es
el numero de etiquetas de secuencia que tienen el alelo variante y g es el nimero de etiquetas de secuencia que
tienen el primer alelo del CG. Esta formula asume que sélo uno de los haplotipos del tumor tiene la variante, que
seria el caso habitual. Asi, para cada locus homocigoto se puede calcular una concentracion fraccional. Las
concentraciones fraccionales pueden promediarse. En otra realizacion, el recuento de p puede incluir el nimero de
etiquetas de secuencia para todos los loci, y de manera similar para el recuento g, para determinar la concentracion
fraccional. A continuacion se describe un ejemplo.

Se ha analizado la deteccién del genoma completo de variantes de nucleétido Unico derivadas del tumor (SNV) en el
plasma de los 4 pacientes con HCC. Se ha secuenciado el ADN de tumor y ADN de la capa leucocitaria para
conseguir profundidades de 29,5 veces (rango, 27 veces a 33 veces) y 43 veces (rango, 39 veces a 46 veces) la
cobertura del genoma haploide, respectivamente. Los datos de MPS del ADN de tumor y el ADN de la capa
leucocitaria de cada uno de los 4 pacientes con HCC se compararon, y las SNV presentes en el ADN de tumor pero
no en el ADN de la capa leucocitaria se extraen con un algoritmo de bioinformatica riguroso. Este algoritmo requiere
una SNV putativa que esté presente en al menos un nimero de umbral de fragmentos de ADN de tumor
secuenciados (es decir, en una etiqueta de secuencia correspondiente) antes de que pudiera ser clasificado como
una verdadera SNV. El nUmero de umbral se determina teniendo en cuenta la profundidad de la secuenciacion de un
nucledtido particular y la tasa de error de secuenciacion, por ejemplo, como se describe en la presente memoria.

La FIG. 8 es una tabla 800 que muestra los resultados para 4 pacientes con HCC antes y después del tratamiento,
incluyendo concentraciones fraccionales de ADN derivado de tumor en el plasma de acuerdo con las

realizaciones de la presente invencion. El numero de SNV asociadas a tumores varié de 1.334 a 3.171 en los 4
casos de HCC. Las proporciones de tales SNV que fueron detectables en el plasma se enumeran antes y después
del tratamiento. Antes del tratamiento, se detectaron 15 %-94 % de las SNV asociada a tumores en plasma.
Después del tratamiento, el porcentaje fue entre 1,5 %-5,5 %. Por lo tanto, el nUmero de SNV detectados se
correlaciona con un nivel de cancer. Esto demuestra que el nimero de SNV se puede utilizar como un parametro
para clasificar un nivel de cancer.

Las concentraciones fraccionales de ADN derivado de tumor en plasma se determinaron por los recuentos
fraccionados del mutante con respecto a las secuencias totales (es decir, de tipo mutante mas silvestre). La férmula
es 2p/(p+q), donde los 2 que corresponden a so6lo un haplotipo se mutaron en el tumor. Estas concentraciones
fraccionales se correlacionaron bien con aquellas determinadas con el analisis de pérdida alélica agregada del
genoma completo (GAAL) (Chan KC et al. Clin Chem 2013; 59: 211-24) y se redujeron después de la cirugia. Por lo
tanto, también se muestra la concentracién fraccional como un parametro util para la determinaciéon de un nivel de
cancer.

La concentracion fraccional del andlisis de SNV puede comportar una carga de tumor. Un paciente con céncer con
una carga de tumor superior (por ejemplo, una concentracion fraccional mayor deducida) tendra una mayor
frecuencia de mutaciones somaticas que uno con una carga de tumor inferior. Por lo tanto, las realizaciones también
pueden utilizarse para el prondstico. En general, los pacientes con cancer con cargas tumorales mayores tienen
peor pronostico que aquellos con cargas tumorales inferiores. El primer grupo tendria asi una mayor probabilidad de
morir a causa de la enfermedad. En algunas realizaciones, si la concentracién absoluta de ADN en una muestra
bioldgica, por ejemplo plasma, se puede determinar (por ejemplo, utilizando PCR en tiempo real o fluorometria),
entonces se puede determinar la concentraciéon absoluta de aberraciones genéticas asociadas al tumor y utilizar
para la deteccién clinica y/o el control y/o prondstico.
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B. Determinacion de umbral

La Tabla 800 se puede utilizar para determinar un umbral. Como se mencioné anteriormente, el nimero de SNV y
una concentracion fraccional determinada por analisis de SNV se correlacionan con un nivel de cancer. El umbral se
puede determinar en una base individual. Por ejemplo, el valor de pre-tratamiento se puede utilizar para determinar
el umbral. En diversas aplicaciones, el umbral podria ser un cambio relativo de un valor absoluto respecto al valor
del pre-tratamiento. Un umbral adecuado podria ser una reduccién en el numero de SNV o concentracion fraccional
en un 50 %. Dicho umbral podria proporcionar una clasificacién de un nivel menor de cancer para cada uno de los
casos en la Tabla 800. Hay que observar que tal umbral puede depender de la profundidad de secuenciacion.

En una realizacion, un umbral podria ser utilizado en las muestras, y puede o no tener en cuenta los valores de pre-
tratamiento para el parametro. Por ejemplo, un umbral de 100 SNV podria ser utilizado para clasificar al sujeto como
que no tiene cancer o que tiene un bajo nivel de cancer. Este umbral de 100 SNV es satisfecho por cada uno de los
cuatro casos en la tabla 800. Si la concentracion fraccional se utilizé como el parametro, un umbral de 1,0 %
clasificaria HCC1-HCC3 como practicamente nivel cero de céncer, y un segundo umbral de 1,5 % clasificaria HCC4
como un nivel bajo de cancer. Por lo tanto, se puede utilizar mas de un umbral para obtener mas de dos
clasificaciones.

Para ilustrar otros posibles umbrales, se analizé el plasma de los controles sanos para las SNV asociadas a
tumores. Se pueden realizar numerosas mediciones de sujetos sanos para determinar una rango de cuantas
variaciones se espera de la muestra bioldgica respecto al genoma constitucional.

La FIG. 9 es una tabla 900 que muestra la deteccion de las SNV asociadas a HCC en 16 sujetos de control sanos de
acuerdo con las realizaciones de la presente invencion. La Tabla 900 se puede utilizar para estimar la especificidad
de un enfoque de analisis de SNV. Los 16 controles sanos aparecen como diferentes filas. Las columnas muestran
las SNV detectadas para los pacientes con HCC especificos, y muestran el nimero de lecturas de secuencia en loci
variantes que tienen el alelo variante y el nUmero de lecturas de secuencia con el alelo de tipo silvestre (es decir, el
alelo del CG). Por ejemplo, para HCC1, el control CO1 tuvo 40 lecturas variantes en dichos loci variantes, pero
31.261 lecturas del alelo de tipo silvestre. La ultima columna muestra la concentracién fraccional total a través de
todas las SNV para los pacientes HCC1. Como las SNV asociadas a HCC fueron especificas para los pacientes con
HCC, la presencia de las SNV asociados a HCC representan falsos positivos. Si un valor de corte, como se describe
en la presente memoria, se aplica a estas variantes de la secuencia aparentes, todos estos falsos positivos, serian
filtrados a distancia.

La presencia de un pequefio niumero de estas mutaciones asociadas con el tumor putativo en el plasma de los 16
controles sanos representa el “ruido estocastico” de este método y fue probablemente debido a errores de
secuenciacion. La concentracién media fraccional estimada de este tipo de ruido fue de 0,38 %. Estos valores
muestran un rango de sujetos sanos. Por lo tanto, un valor umbral para una clasificacién de nivel cero de cancer
para HCC podria ser de aproximadamente 0,5 %, ya que la mayor concentracion fraccional fue de 0,43 %. Por
consiguiente, si todas las células de cancer se eliminan de un paciente con HCC, se esperarian estas
concentraciones fraccionales bajas.

Haciendo referencia de nuevo a la tabla 800, si 0,5 % se utilizé6 como un umbral de nivel cero de cancer, entonces
los datos de plasma post-tratamiento para HCC1 y HCC3 serian determinados por tener nivel cero basado en el
analisis SNV. HCC2 podria ser clasificado como un nivel por encima de cero. HCC4 también podria ser clasificado
como un nivel por encima de cero, o algun nivel superior, pero todavia un nivel relativamente bajo en comparacién
con las muestras de pre-tratamiento.

En una realizacidon donde el parametro corresponde con el numero de loci variantes, el umbral podria ser cero (es
decir, un locus variante podria indicar un nivel de cancer de no cero). Sin embargo, con muchos ajustes (por
ejemplo, de la profundidad), el umbral podria ser mas alto, por ejemplo, un valor absoluto de 5 o 10. En una
aplicacion donde una persona es controlada después del tratamiento, el umbral puede ser un cierto porcentaje de
SNV (identificado mediante el analisis de los tumores directamente) que aparece en la muestra. Si el valor de corte
para el nimero de lecturas de variante requerida en un locus era lo suficientemente grande, tener sélo un loci
variante podria ser indicativo de un nivel distinto de no cero de cancer.

Por lo tanto, el analisis cuantitativo de las variaciones (por ejemplo, variaciones de nucleétidos unicos) en el ADN de
una muestra biolégica (por ejemplo, plasma) se puede utilizar para el diagndstico, control y prondstico de cancer.
Para la deteccion de cancer, el numero de variaciones de nucleotido Unico detectado en el plasma de un sujeto
probado se puede comparar con aquel de un grupo de sujetos sanos. En los sujetos sanos, las variaciones de
nuclestido Unico aparentes en el plasma pueden ser debido a errores de secuenciacion, mutaciones no clonales de
las células sanguineas y otros 6rganos. Se ha mostrado que las células en sujetos sanos normales podrian llevar a
un pequefio numero de mutaciones (Conrad DF et al. Nat Genet 2011; 43:712-4), como se muestra en la Tabla 900.
Por lo tanto, el numero total de variaciones de nucledtidos unicos aparentes en el plasma de un grupo de sujetos
aparentemente sanos puede ser utilizado como un rango de referencia para determinar si el paciente analizado tiene
un numero anormalmente alto de variaciones de nucleétido Unico en el plasma correspondientes a un nivel de no
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cero de cancer.

Los sujetos sanos utilizados para establecer el rango de referencia pueden ser equiparados al sujeto analizado en
términos de edad y sexo. En un estudio anterior, se ha demostrado que el niumero de mutaciones en las células
somaticas aumentaria con la edad (Cheung NK et al, JAMA 2012; 307: 1062-71). Por lo tanto, a medida que
envejecemos, seria “normal” acumular clones de células, a pesar de que son relativamente benignas la mayoria de
las veces, o se necesitaria mucho tiempo para convertirse en clinicamente significativas. En una realizacion, los
niveles de referencia pueden ser generados por diferentes grupos de sujetos, por ejemplo diferente edad, sexo, etnia
y otros parametros (por ejemplo, historial de tabaquismo, estado de hepatitis, alcohol, historial de consumo de
drogas).

El rango de referencia puede variar basandose en el valor de corte utilizado (es decir, el numero de etiquetas de
secuencia variantes requeridas en un locus), asi como también la tasa de falsos positivos asumida y otras variables
(por ejemplo, edad). Por lo tanto, el rango de referencia se puede determinar para un conjunto particular de uno o
mas criterios, y los mismos criterios se podrian utilizar para determinar un parametro para una muestra. A
continuacién, el pardmetro se puede comparar con los rangos de referencia, ya que ambos se determinaron
utilizando los mismos criterios.

Como se ha mencionado anteriormente, las realizaciones pueden utilizar varios umbrales para determinar un nivel
de cancer. Por ejemplo, un primer nivel podria determinar que no hay signos de cancer para los parametros por
debajo del umbral, y por lo menos un primer nivel de cancer, que podria ser un nivel pre-neoplasico. Otros niveles
podrian corresponder a diferentes etapas del cancer.

C. Dependencia de las variables experimentales

La profundidad de secuenciacion puede ser importante para establecer el umbral minimo de detecciéon del genoma
de la minoria (por ejemplo, tumor). Por ejemplo, si se utiliza una profundidad de secuenciacion de genomas
haploides, entonces la concentracion minima de ADN de tumor que se podria detectar incluso con una tecnologia de
secuenciacion sin ningun error es 1/5, es decir, 20 %. Por otro lado, si se utiliza una profundidad de secuenciacion
de 100 genomas haploides, entonces podria disminuir hasta el 2 %. Este andlisis se refiere al escenario donde
solamente un locus de mutacién esta siendo analizando. Sin embargo, cuando se analizan mas loci de mutacion, la
concentracion minima de ADN de tumor puede ser mas baja y esta gobernada por una funcién de probabilidad
binomial. Por ejemplo, si la profundidad de la secuenciacion es 10 veces y la concentracion fraccional de ADN de
tumor es de 20 %, entonces la probabilidad de detectar la mutaciéon es del 10 %. Sin embargo, si tenemos 10
mutaciones, entonces la probabilidad de detectar al menos una mutacion seria de 1 - (1 -10 %)10 =65 %.

Existen varios efectos relacionados con el aumento de la profundidad de secuenciacion. Cuanto mayor sea la
profundidad de la secuenciacién, mas errores de secuenciacion se observaran, véanse las FIG. 4 y 5. Sin embargo,
con una profundidad mayor de secuenciacién, se pueden diferenciar mas facilmente los errores de secuenciaciéon de
mutaciones debido a la expansion clonal de una subpoblacién de células (por ejemplo, células de cancer) debido a
que los errores de secuenciacion se produciran al azar en el genoma, pero se producirian las mutaciones en la
misma localizacion para la poblacion dada de células.

Cuanto mayor sea la profundidad de secuenciaciéon, mas mutaciones de las “células sanas” se identificaran. Sin
embargo, cuando no hay expansion clonal de estas células sanas y sus perfiles mutacionales son diferentes,
entonces las mutaciones en estas células sanas pueden diferenciarse de las mutaciones por sus frecuencias de
ocurrencia en el plasma (por ejemplo, usando un punto de corte N para un numero requerido de lecturas que
exhiben la mutacion, tales como tener N igual a 2, 3, 4, 5, o mayor).

Como se mencion6 anteriormente, el umbral puede depender de una cantidad de mutaciones en las células sanas
que se expandieron clonalmente, y por lo tanto no pueden ser filiradas a través de otros mecanismos. Esta variacion
que se podria esperar se puede obtener mediante el analisis de los sujetos sanos. A medida que la expansion clonal
se produce con el tiempo, la edad del paciente puede afectar a una variaciéon que se ve en los sujetos sanos, y por lo
tanto el umbral puede ser dependiente de la edad.

D. Combinacién con enfoques dirigidos

En algunas realizaciones, una secuenciacion aleatoria se puede utilizar en combinacién con enfoques dirigidos. Por
ejemplo, se puede realizar la secuenciacion aleatoria de una muestra de plasma en la presentacion de un paciente
con cancer. Los datos de secuenciacion del ADN del plasma pueden ser analizados en cuanto a las aberraciones
del numero de copias y SNV. Las regiones que muestran aberraciones (por ejemplo, amplificacién/delecién o alta
densidad de SNV) pueden ser seleccionadas con fines de control seriado. El control se puede realizar durante un
periodo de tiempo, o se hace inmediatamente después de la secuenciacion aleatoria, efectivamente como un solo
procedimiento. Para el andlisis dirigido se han utilizado con éxito los enfoques de captura basados en la hibridacion
de fase en solucién para enriquecer el ADN del plasma para el diagndstico prenatal no invasivo (Liao GJ et al. Clin
Chem 2011; 57:92-101). Tales técnicas se mencionaron anteriormente. Asi, los enfoques aleatorios y objetivos

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 687 847 T3

pueden ser utilizados en combinacién para la deteccion y control del cancer.

Por lo tanto, se podria llevar a cabo la secuenciacién selectiva de los loci que se determinan que pueden ser
potencialmente mutados utilizando el procedimiento no dirigido del genoma completo mencionado anteriormente. Tal
secuenciacion dirigida podria llevarse a cabo utilizando técnicas de hibridacién en solucidon o de fase sélida (por
ejemplo, utilizando el sistema de resecuenciacion dirigida Agilent SureSelect, NimbleGen Sequence Capture, o
lllumina) seguido por secuenciacién masivamente paralela. Otro enfoque es realizar el sistema de amplificacion (por
ejemplo, basado en la PCR) para la secuenciacion dirigida (Forshew T et al. Sci Transl Med 2012; 4: 135ra68).

IX. CONCENTRACION FRACCIONAL

La concentracién fraccional de ADN de tumor se puede utilizar para determinar el valor de corte para el nimero
requerido de variaciones en un locus antes de que el locus sea identificado como una mutaciéon. Por ejemplo, si la
concentracién fraccional era conocida por ser relativamente alta, entonces podria utilizarse un punto de corte alto
para filtrar mas falsos positivos, ya que se sabe que un numero relativamente alto de las lecturas variantes debe
existir para las SNV verdaderas. Por otro lado, si la concentracion fraccional era baja, entonces podria ser necesario
un punto de corte mas bajo, de modo que algunas SNV no se pierdan. En este caso, la concentracion fraccional
seria determinada por un método diferente que el analisis de SNV, donde se utiliza como un parametro.

Se pueden utilizar varias técnicas para determinar la concentracion fraccional, algunas de las cuales se describen en
la presente memoria. Estas técnicas se pueden utilizar para determinar la concentracién fraccional de ADN derivado
de tumor en una mezcla, por ejemplo, una muestra de biopsia que contiene una mezcla de células tumorales y
células no malignas o una muestra de plasma de un paciente con cancer que contiene el ADN liberado de las
células tumorales y ADN liberado de células no malignas.

A. GAAL

La pérdida alélica agregada de genoma completo (GAAL) analiza loci que han perdido heterocigosidad (Chan KC et
al. Clin Chem 2013; 59:211-24). En un sitio del genoma constitucional que es heterocigoto, un tumor a menudo tiene
un locus que tiene una delecion de uno de los alelos. Asi, las lecturas de secuencia para un locus mostraran mas de
un alelo que otro, donde la diferencia es proporcional a la concentracion fraccional de ADN de tumor en la muestra.
Un ejemplo de tal célculo se da a continuacion.

El ADN extraido de la capa leucocitaria y los tejidos tumorales de los pacientes con HCC se genotipificaron con el
sistema Affymetrix Genome-Wide Human SNP Array 6.0. Los datos de los microchips fueron procesados con el
analisis de genotipificacion Affymetrix Genotyping Console versién 4.1. y la deteccién de polimorfismo de nucléotido
unico (SNP) se realizd con el algoritmo Birdseed v2. Los datos de genotipificacion para la capa leucocitaria y los
tejidos tumorales fueron utilizados para la identificacién de pérdida de regiones de heterocigosidad (LOH) y para
realizar el analisis del nimero de copias. El analisis del nUmero de copias se realizé con Genotyping Console con los
parametros por defecto de Affymetrix y con un tamafio de segmento genémico minimo de 100 pb y un minimo de 5
marcadores genéticos dentro del segmento.

Las regiones con LOH fueron identificadas como regiones que tienen 1 copia en el tejido tumoral y 2 copias en la
capa leucocitaria, siendo los SNP dentro de estas regiones heterocigotos en la capa leucocitaria pero homocigotos
en el tejido tumoral. Para una region genémica que exhibe LOH en un tejido tumoral, los alelos de SNP que estaban
presentes en la capa leucocitaria, pero estaban ausentes del o con intensidad reducida en los tejidos tumorales
fueron considerados como los alelos en el segmento suprimido de la regién cromosémica. Los alelos que estaban
presentes tanto en la capa leucocitaria como en el tejido del tumor fueron considerados como que habian sido
derivados del segmento no suprimido de la region cromosdmica. Para todas las regiones cromosdmicas con una
pérdida de copia unica en el tumor, se contd el nimero total de lecturas de secuencias que llevan los alelos
delecionados y los alelos no delecionados. Se utilizo la diferencia de estos dos valores para inferir la concentracion
fraccional de ADN derivado de tumor (FgaaL) €n la muestra utilizando la siguiente ecuacion:

N

no ~del

donde Nno g4ei representa el niumero total de lecturas de secuencia que lleva los alelos no delecionados y Ngel
representa el nimero total de lecturas de secuencia que lleva los alelos delecionados.

B. Estimacion utilizando representacion gendmica
Un problema con la técnica GAAL es que se identifican los loci particulares (es decir, los que exhiben LOH) y sélo se
utilizan lecturas de secuencia que alinean tales loci. Tal requisito puede agregar etapas adicionales, y por lo tanto

costos. Ahora se describe una realizacion que utiliza sélo el numero de copias, por ejemplo, una densidad de lectura
de secuencia.
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Las aberraciones cromosdémicas, por ejemplo, deleciones y amplificaciones se observan con frecuencia en los
genomas del cancer. Las aberraciones cromosomicas observadas en tejidos de cancer generalmente involucran
regiones subcromosdmicas y estas aberraciones pueden ser mas cortas que 1 Mb. Y, las aberraciones
cromosoémicas asociadas con el cancer son heterogéneas en diferentes pacientes, y por lo tanto diferentes regiones
pueden verse afectadas en diferentes pacientes. Tampoco es raro que las decenas, cientos o incluso miles de
aberraciones del niumero de copias se encuentren en un genoma del cancer. Todos estos factores hacen dificil
determinar la concentracion de ADN del tumor.

Las realizaciones implican el analisis de los cambios cuantitativos que resultan de las aberraciones cromosomicas
asociadas con el tumor. En una realizacioén, las muestras de ADN que contienen ADN derivado de células de cancer
y las células normales son secuenciadas utilizando secuenciacion masivamente paralela, por ejemplo, mediante la
plataforma de secuenciacion lllumina HiSeg2 000. EI ADN derivado puede ser ADN libre de células en el plasma u
otra muestra bioldgica adecuada.

Las regiones cromosémicas que se amplifican en los tejidos tumorales aumentarian la probabilidad de ser
secuenciadas y las regiones que se suprimen en los tejidos tumorales reducirian la probabilidad de ser
secuenciadas. Por consiguiente, la densidad de las lecturas de secuencia que se alinean con las regiones
amplificadas se incrementaria y las que alinean las regiones suprimidas se reduciria. El grado de variacion es
proporcional a la concentracion fraccional del ADN derivado de tumor en la mezcla de ADN. Cuanto mayor sea la
proporcion de ADN del tejido tumoral, mayor seria el cambio causado por las aberraciones cromosémicas.

1. Estimacion de la muestra con alta concentracion de tumor

Se extrajo el ADN de los tejidos tumorales de cuatro pacientes con carcinoma hepatocelular. EI ADN se fragmentd
usando el sistema de sonicacién de ADN Covaria y se secuencio utilizando la plataforma lllumina HiSeq2000 como
se describe (Chan KC et al. Clin Chem 2013; 59:211-24). Las lecturas de secuencia fueron alineadas al genoma de
referencia humano (hgl8). A continuacion, el genoma se dividié en agrupaciones (regiones) de 1 Mb y la densidad de
lectura de secuencia se calculé para cada agrupacion después del ajuste por desviaciones respecto al GC como se
describe (Chen EZ et al. PLoS One. 2011;6:e21791).

Después de que las lecturas de secuencia se hayan alineado con un genoma de referencia, se puede calcular una
densidad de lectura de secuencia para varias regiones. En una realizacion, la densidad de lectura de secuencia es
una proporcién determinada como el nimero de lecturas asignadas a una agrupacion particular (por ejemplo, region
de 1 Mb) dividido por las lecturas de secuencia total que pueden alinearse con el genoma de referencia (por
ejemplo, a una posicién Unica en el genoma de referencia). Se espera que las agrupaciones que se superponen con
las regiones cromosomicas amplificadas en el tejido tumoral tengan una mayor densidad de lectura de secuencia
que aquellos de las agrupaciones sin tales superposiciones. Por otra parte, se espera que las agrupaciones que se
superponen con las regiones cromosoémicas que se suprimen tengan densidades de lectura de secuencia inferiores
que aquellas sin tales superposiciones. La magnitud de la diferencia en las densidades de lecturas de secuencia
entre las regiones con y sin aberraciones cromosomicas se ve afectada principalmente por la proporcion de ADN
derivado de tumor en la muestra y el grado de amplificaciéon/delecion en las células tumorales.

Se pueden utilizar varios modelos estadisticos para identificar las agrupaciones que tienen densidades de lectura de
secuencia correspondientes a los diferentes tipos de aberraciones cromosoémicas. En una realizacién, se puede
utilizar un modelo de mezcla normal (McLachlan G and Peel D. Multvariate normal mixtures. In finite mixture models
2004: p81-116. John Wiley & Sons Press). También se pueden utilizar otros modelos estadisticos, por ejemplo el
modelo de mezcla binomial y el modelo de regresion de Poisson (McLachlan G y Peel D. Mixtures with non-normal
components, Finite mixture models 2004: p135-174. John Wiley & Sons Press).

La densidad de lectura de secuencia para una agrupacion se puede normalizar utilizando la densidad de lectura de
secuencia de la misma agrupacion como se determina a partir de la secuenciacion del ADN de la capa leucocitaria.
Las densidades de lectura de secuencia de diferentes agrupaciones pueden estar afectadas por el contexto de la
secuencia de una region cromosoémica particular, y por lo tanto la normalizacién puede ayudar a identificar con mas
precision regiones que muestran la aberracion. Por ejemplo, la posibilidad de cartografia (que se refiere a la
probabilidad de la alineacién de una secuencia de nuevo con su posicién original) de diferentes regiones
cromosémicas puede ser diferente. Ademas, el polimorfismo del numero de copias (es decir, variaciones en el
numero de copias) también afectaria a las densidades de lectura de secuencia de las agrupaciones. Por lo tanto, la
normalizacion con el ADN de la capa leucocitaria potencialmente puede reducir al minimo las variaciones asociadas
con la diferencia en el contexto de secuencia entre diferentes regiones cromosémicas.

La FIG. 10A muestra una grafica de distribucién 1000 de las densidades de lectura de secuencia de la muestra de
tumor de un paciente con HCC de acuerdo con las realizaciones de la presente invencién. El tejido tumoral se
obtuvo después de la reseccién quirtrgica del paciente con HCC. El eje x representa el log, de la relacion (R) de la
densidad de lecturas de secuencia entre el tejido tumoral y la capa leucocitaria del paciente. El eje y representa el
numero de agrupaciones.
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Los picos pueden ser ajustados a la curva de distribucidn para representar las regiones con deleciéon, amplificacion y
sin aberraciones cromosomicas utilizando el modelo de mezcla normal. En una realizacién, el nimero de picos
puede ser determinado por el criterio de informacion de Akaike (AIC) a través de diferentes valores plausibles. El
pico central con un logzR = 0 (es decir, R = 1) representa las regiones sin ninguna aberracién cromosémica. El pico
de la izquierda (respecto al central) representa regiones con pérdida de una copia. El pico de la derecha (respecto al
central) representa las regiones con amplificacion de una copia.

La concentracion fraccional de ADN derivado de tumor puede reflejarse por la distancia entre los picos que
representan las regiones amplificadas y suprimidas. Cuanto mayor es la distancia, mayor sera la concentracion
fraccional de ADN derivado de tumor en la muestra. La concentracion fraccional de ADN derivado de tumor en la
muestra puede ser determinada por este procedimiento de representacion gendmica, denominado como Fgr
utilizando la siguiente ecuacién: Fer = Rderecho — Rizquierdo, d0ONde Ryerecho €S €l valor R del pico derecho y Rizquierdo €S €l
valor R del pico izquierdo. La mayor diferencia seria 1, que corresponde a 100 %. La concentracién fraccional de
ADN derivado de tumor en la muestra de tumor obtenida del paciente con HCC se estima que es 66 %, donde los
valores de Rgerecho ¥ Rizquierdo SON 1.376 y 0.712, respectivamente.

Para verificar este resultado también se utilizé otro método que utiliza el analisis de pérdida de alelo agregado de
genoma completo (GAAL) para determinar de forma independiente la concentracion fraccional de proporcion de
ADN de tumor (Chan KC et al. Clin Chem 2013; 59: 211-24). La Tabla 3 muestra las concentraciones fraccionales de
ADN derivado de tumor en los tejidos de tumor de los cuatro pacientes con HCC utilizando los enfoques de
representacion genémica (Fegr) ¥y GAAL (FgaaL). Los valores determinados por estos dos enfoques diferentes
concuerdan bien entre si.

La Tabla 3 muestra la concentracion fraccional determinada por GAAL y representacién gendmica (GR).

Tumor HCC FGAAL FGR
1 60,0% 66,5%
2 60,0% 61,4%
3 58,0% 58,9%
4 45,7% 42,2%

2. Estimacion en la muestra con baja concentracion de tumor

El analisis anterior ha mostrado que nuestro método de representacién gendmica se puede utilizar para medir la
concentracion fraccional de ADN de tumor cuando mas de 50 % de la muestra de ADN deriva del tumor, es decir,
cuando el ADN de tumor es una proporcidon mayoritaria. En el analisis anterior, hemos demostrado que este método
también se puede aplicar a muestras en las que el ADN derivado de tumor representa una proporcion menor (es
decir, por debajo de 50 %). Las muestras que pueden contener una proporcion menor de ADN de tumor incluyen,
pero no se limitan a, la sangre, plasma, suero, orina, fluido pleural, liquido cefalorraquideo, lagrimas, saliva, fluido
ascitico y heces de pacientes con cancer. En algunas muestras, la concentraciéon fraccional de ADN derivado de
tumor puede ser 49 %, 40 %, 30 %, 20 %, 10 %, 5 %, 2 %, 1 %, 0,5 %, 0,1 % o menor.

Para tales muestras, los picos de densidad de lectura de secuencia que representan las regiones con amplificacion y
delecién pueden no ser tan obvias como en las muestras que contienen una concentracion relativamente alta de
ADN derivado de tumor como se ilustra anteriormente. En una realizacién, las regiones con aberraciones
cromosomicas en las células de cancer se pueden identificar comparando con las muestras de referencia que se
sabe que no contienen ADN de cancer. Por ejemplo, el plasma de sujetos sin un cancer se puede utilizar como
referencia para determinar el rango normativo de las densidades de lectura de secuencia para las regiones
cromosomicas. La densidad de lectura de secuencia del sujeto analizado puede ser comparada con el valor del
grupo de referencia. En una realizacion se puede determinar la media y la desviacién estandar (SD) de la densidad
de lectura de secuencia. Para cada agrupacion, la densidad de lectura de secuencia del sujeto analizado se
compara con la media del grupo de referencia para determinar la puntuacién z utilizando la siguiente formula:

(GRprusba - @"‘-’f )
SD

puntuacion z =
ref

donde GRpueba representa la densidad de lectura de secuencia del paciente con cancer; GR,f representa la
densidad de lectura de secuencia media de los sujetos de referencia y SDyef representa la SD de las densidades de
lectura de secuencia para los sujetos de referencia.

Las regiones con puntuacion z <-3 significa subpresentacion significativa de la densidad de lectura de secuencia
para una agrupacion particular en el paciente con cancer que sugiere la presencia de una delecién en el tejido de
tumor. Las regiones con puntuacion z > 3 significa sobrepresentacion significativa de la densidad de lectura de
secuencia de una agrupacion particular en el paciente con cancer que sugiere la presencia de una amplificacion en
el tejido de tumor.
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A continuacioén, se puede construir la distribucion de las puntuaciones z de todas las agrupaciones para identificar
regiones con diferentes nimeros de ganancia y pérdida de copias, por ejemplo, deleciéon de 1 o 2 copias de un
cromosoma; y amplificaciéon, dando como resultado 1, 2, 3 y 4 copias adicionales de un cromosoma. En algunos
casos, mas de un cromosoma o mas de una regién de un cromosoma pueden estar involucrados.

La FIG. 10B muestra una grafica de distribucién 1050 de las puntuaciones z para todas las agrupaciones en el
plasma de un paciente con HCC de acuerdo con las realizaciones de la presente invencion. Los picos (de izquierda
a derecha), que representan pérdida de 1 copia, ningin cambio de copia, ganancia de 1 copia y ganancia de 2
copias se ajustan a la distribucién de la puntuacion z. Las regiones con diferentes tipos de aberraciones
cromosémicas se pueden identificar a continuacion, por ejemplo, utilizando el modelo de mezcla normal como se
describid anteriormente.

La concentracion fraccional de ADN de cancer en la muestra (F) se puede inferir después a partir de las densidades
de lectura de secuencia de las agrupaciones que exhiben ganancia de una copia o pérdida de una copia. La
concentracion  fraccional determinada para una agrupacion particular, se puede calcular como

puntuacion z x SD

D g N &
o GR o5 — GRyy %2 x100%. Esto también se puede expresar como: £ = parsy — x1,
GR GRut

ref

que puede reescribirse como: F = |[puntuacion z\ x CV x 2, donde CV es el coeficiente de variaciéon para la medicion
SD .
ref

de la densidad de lectura de secuencia de los sujetos de referencia; y ¢V = Ghu
ref

En una realizacion, los resultados de las agrupaciones se combinan. Por ejemplo, las puntuaciones z de las
agrupaciones que muestran una ganancia de 1 copia se pueden promediar o se promedian los valores F resultantes.
En otra aplicacion, el valor de la puntuacién z utilizado para inferir F se determina mediante un modelo estadistico y
esta representado por los picos mostrados en la FIG. 10B y FIG. 11. Por ejemplo, la puntuacién z del pico de la
derecha se puede utilizar para determinar la concentracion fraccional para las regiones que exhiben ganancia de 1
copia.

En otra realizacion, todas las agrupaciones con puntuacién z <-3 y puntuacion z > 3 se pueden atribuir a las regiones
con pérdida de copia Unica y ganancia de copia Unica, respectivamente, debido a que estos dos tipos de
aberraciones cromosoémicas son los mas comunes. Esta aproximacion es mas util cuando el numero de
agrupaciones con aberraciones cromosoémicas es relativamente pequeno y el ajuste de la distribucién normal puede
no ser exacto.

La FIG. 11 muestra una grafica de distribucién 1100 de puntuaciones z para el plasma de un paciente con HCC de
acuerdo con las realizaciones de la presente invencion. Aunque el numero de agrupaciones superpuestas con
aberraciones cromosomicas es relativamente pequerio, todas las agrupaciones con puntuacién z <-3 y puntuacion z
> 3 se ajustan a las distribuciones normales de la pérdida de copia Unica y ganancia de copia Unica,
respectivamente.

Las concentraciones fraccionales de ADN derivado de tumor en plasma de los cuatro pacientes con HCC se
determinaron utilizando analisis de GAAL y este enfoque basado en GR. Los resultados se muestran en la Tabla 4.
Como puede verse, la representacion fraccional deducida se correlaciona bien entre el andlisis de GAAL y el analisis
de GR.

Tabla 4. Concentracion fraccional de ADN derivado de tumor en plasma deducida por el analisis de aberraciones
cromosomicas.

Concentracion fraccional de ADN derivado de tumor en plasma
Muestras Analisis GAAL Andlisis GR
caso11 4,3 % 4,5 %
caso13 5% 55 %
caso 23 52 % 62 %
caso 27 7,6 % 6,1 %

C. Método de determinacion de la concentracion fraccional

La FIG. 12 es un diagrama de flujo de un método 1200 para determinar una concentracién fraccional de ADN de
tumor en una muestra bioldgica incluyendo ADN libre de células de acuerdo con las realizaciones de la presente
invencion. El método 1200 puede realizarse a través de diversas realizaciones, incluyendo realizaciones descritas
anteriormente.
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En el bloque 1210, una o mas etiquetas de secuencia son recibidas para cada una de una pluralidad de fragmentos
de ADN en la muestra biolégica. El bloque 1210 puede realizarse como se describe en la presente memoria para
otros métodos. Por ejemplo, un extremo de un fragmento de ADN puede ser secuenciado de una muestra de
plasma. En otra realizacién, ambos extremos de un fragmento de ADN pueden ser secuenciados, permitiendo de
este modo la estimacion de una longitud del fragmento.

En el bloque 1220, las posiciones genémicas estan determinadas por las etiquetas de secuencia. Las posiciones
gendmicas se pueden determinar, por ejemplo, como se describe en la presente memoria mediante la alineacién de
las etiquetas de secuencia con un genoma de referencia. Si ambos extremos de un fragmento son secuenciados,
entonces las etiquetas apareadas pueden estar alineadas como un par restringiendo la distancia entre las dos
etiquetas a menos de una distancia especificada, por ejemplo, 500 o 1.000 bases.

En el bloque 1230, para cada una de una pluralidad de regiones genémicas se determina una cantidad respectiva de
fragmentos de ADN dentro de la region gendmica a partir de las etiquetas de secuencia que tienen una posicion
gendmica dentro de la regidon gendmica. Las regiones genémicas pueden ser agrupaciones no superpuestas de
longitud igual en el genoma de referencia. En una realizaciéon, se puede contar un numero de etiquetas que se
alinean con una agrupacion. Por lo tanto, cada agrupacion puede tener un numero correspondiente de etiquetas
alineadas. Se puede calcular un histograma que ilustre la frecuencia de las agrupaciones que tienen un cierto
numero de etiquetas alineadas. El método 1200 se puede realizar para regiones genémicas que tienen cada una la
misma longitud (por ejemplo, agrupaciones de 1 Mb), donde las regiones no estan superpuestas. En otras
realizaciones se pueden utilizar diferentes longitudes, que pueden ser tenidas en cuenta y las regiones se pueden
superponer.

En el bloque 124 0, la cantidad respectiva se normaliza para obtener una densidad respectiva. En una realizacion, la
normalizacion de la cantidad respectiva para obtener una densidad respectiva incluye el uso de un mismo numero
total de etiquetas de referencia alineadas para determinar la respectiva densidad y la densidad de referencia. En otra
realizacion, la cantidad respectiva se puede dividir por un nimero total de etiquetas de referencia alineadas.

En el bloque 1250, la densidad respectiva se compara con una densidad de referencia para identificar si la region
genomica exhibe una pérdida de 1 copia o una ganancia de 1 copia. En una realizacion, la diferencia se calcula
entre la densidad respectiva y la densidad de referencia (por ejemplo, como parte de la determinaciéon de una
puntuacién z) y se compara con un valor de corte. En diversas realizaciones, la densidad de referencia puede
obtenerse de una muestra de células sanas (por ejemplo, de la capa leucocitaria) o de las propias cantidades
respectivas (por ejemplo, tomando un valor mediano o promedio, suponiendo que la mayoria de las regiones no
exhiben una pérdida o una ganancia).

En el bloque 1260, se calcula una primera densidad de una o mas densidades respectivas identificadas que exhiben
una pérdida de 1 copia o de una o mas densidades respectivas identificadas que exhiben una ganancia de 1 copia.
La primera densidad puede corresponder tan solo a una regiéon gendémica, o puede ser determinada a partir de las
densidades de multiples regiones gendmicas. Por ejemplo, la primera densidad puede calcularse a partir de las
densidades respectivas que tienen una pérdida de 1 copia. Las densidades respectivas proporcionan una medida de
la cantidad de la diferencia de densidad resultante de la delecion de la regiéon en un tumor, dada la concentracion de
tumor. Del mismo modo, si la primera densidad procede de densidades respectivas que tienen una ganancia de 1
copia, entonces se puede obtener una medida de la cantidad de diferencia de densidad resultante de la duplicacion
de la regién en un tumor. Las secciones anteriores describen varios ejemplos de cémo las densidades de multiples
regiones se pueden utilizar para determinar una densidad promedio que se utiliza para la primera densidad.

En el bloque 1270, la concentracion fraccional se calcula comparando la primera densidad con otra densidad para
obtener un diferencial. El diferencial se normaliza con la densidad de referencia, lo cual puede hacerse en el bloque
1270. Por ejemplo, el diferencial puede ser normalizado con la densidad de referencia dividiendo el diferencial por la
densidad de referencia. En otra realizacién, el diferencial puede ser normalizado en los bloques anteriores.

En una aplicacion, la otra densidad es la densidad de referencia, por ejemplo, como en la seccién 2 anterior. Por lo
tanto, el calculo de la concentracién fraccional puede incluir multiplicar el diferencial por dos. En otra aplicacion, la
otra densidad es una segunda densidad calculada a partir de las densidades respectivas identificadas que exhiben
una pérdida de 1 copia (donde la primera densidad se calcula utilizando densidades respectivas identificadas que
exhiben una ganancia de 1 copia), por ejemplo, como se describe en la seccion 1 anterior. En este caso, el
diferencial normalizado se puede determinar calculando una primera relaciéon (por ejemplo, Rgerecho) de la primera
densidad y la densidad de referencia y calculando una segunda relacion (Rizquierdo) de la segunda densidad y la
densidad de referencia, donde el diferencial esta entre la primera relacién y la segunda relacion. Como se describio
anteriormente, la identificacion de region genémica que exhibe una pérdida de 1 copia o una ganancia de 1 copia se
puede realizar ajustando los picos a una curva de distribucién de un histograma de las densidades respectivas.

En resumen, las realizaciones pueden analizar la representacion gendmica de ADN de plasma en diferentes

regiones cromosomicas para determinar simultaneamente si la region cromosémica se amplifica o suprime en el
tejido de tumor vy, si la region se amplifica o suprime, para utilizar su representacion genémica para deducir la
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concentracion fraccional del ADN derivado de tumor. Algunas aplicaciones utilizan un modelo de mezcla normal para
analizar la distribuciéon general de la representacion gendmica de diferentes regiones para determinar la
representacion gendémica asociada con diferentes tipos de aberraciones, principalmente las ganancias de 1, 2, 3 0 4
copias y las pérdidas de 1 o 2 copias.

Las realizaciones tienen varias ventajas sobre otros métodos, por ejemplo el procedimiento de pérdida alélica
agregada de genoma completo (GAAL) (solicitud de patente de Estados Unidos 13/308.473; Chan KC et al. Clin
Chem 2013; 59:211-24) y el analisis de mutaciones de nucleétido unico asociadas con el tumor (Forshew T et al. Sci
Transl Med 2012;4:136ra68). Toda la cartografia de lecturas de secuencia con regiones con aberraciones
cromosoémicas se puede utilizar para determinar la densidad de lectura de secuencia de la regioén vy, por lo tanto, son
informativos con respecto a la concentracion fraccional de ADN de tumor. Por otro lado, en el analisis de GAAL, sélo
serian informativas las lecturas de secuencia que cubren los nucledtidos Unicos que son heterocigotos en el
individuo y localizados dentro de una regiéon cromosémica con la ganancia o pérdida de cromosoma. Del mismo
modo, para el analisis de mutaciones asociadas con el cancer, sélo las lecturas de secuencia que cubren las
mutaciones serian Utiles para la deduccion de la concentracién de ADN de tumor. Por lo tanto, las realizaciones
pueden permitir un uso mas rentable de los datos de secuenciacion, ya que lecturas de secuenciacion relativamente
menores pueden ser necesarias para lograr el mismo grado de precision en la estimacion de la concentracion
fraccional de ADN derivado de tumor en comparacion con otros enfoques.

X. METODOLOGIAS ALTERNATIVAS

Aparte de utilizar el nUumero de veces que se observa una mutacion en una etiqueta de secuencia como criterio para
identificar un locus que es una mutacién verdadera (ajustando de ese modo el valor predictivo positivo), se podrian
emplear otras técnicas en lugar de o ademas de utilizar un valor de corte para proporcionar un valor predictivo mayor
en la identificacion de una mutacion cancerosa. Por ejemplo, se podrian utilizar filiros de bioinformatica de diferente
rigurosidad al procesar los datos de secuenciacion, por ejemplo, teniendo en cuenta la puntuacion de calidad de un
nucledtido secuenciado. En una realizacion, se podrian utilizar secuenciadores de ADN y procesos quimicos de
secuenciacion con diferentes perfiles de error de secuenciacion. Los secuenciadores y los procesos quimicos con
tasas de error de secuenciacion menores darian unos valores predictivos positivos mayores. También se puede
utilizar la secuenciacion repetida del mismo fragmento de ADN para aumentar la precision de secuenciacion. Una
estrategia posible es la estrategia de secuenciacion de consenso circular de Pacific Biosciences.

En otra realizacion, se podria incorporar informacién del tamafio de los fragmentos secuenciados en la interpretacion
de los datos. Ya que el ADN derivado de tumor es mas corto que el ADN derivado de tumor en plasma (véase
Solicitud de Patente de Estados Unidos N.° 13/308.473), el valor predictivo positivo de un fragmento de ADN de
plasma mas corto que contiene una mutacion potencial derivada de tumor sera mayor que el de un fragmento de
ADN de plasma mas largo. Los datos del tamafio se obtendran facilimente si se realiza la secuenciacion de extremo
apareado del ADN de plasma. Como alternativa, se podrian utilizar secuenciadores de ADN con longitudes de
lectura largas, produciendo de este modo la longitud completa de un fragmento de ADN de plasma. También se
podria realizar el fraccionamiento de tamafio de la muestra de ADN de plasma antes de la secuenciaciéon del ADN.
Los ejemplos de métodos que se podrian utilizar para el fraccionamiento de tamafio incluyen electroforesis en gel, el
uso del procedimiento de microfluido (por ejemplo, el sistema de Caliper LabChip XT) y columnas de centrifugacion
de exclusién molecular.

En otra realizacién mas, se esperaria que la concentracion fraccional de mutaciones asociadas con el tumor en
plasma en un paciente con cancer no hematoldgico aumente si uno se centra en los fragmentos de ADN mas cortos
en el plasma. En una aplicacién, se puede comparar la concentracién fraccional de mutaciones asociadas con el
tumor en plasma en fragmentos de ADN de dos o mas distribuciones de tamafo diferentes. Un paciente con un
cancer no hematoldgico tendra concentraciones fraccionales mayores de mutaciones asociadas con el tumor en los
fragmentos mas cortos en comparacion con los fragmentos mas grandes.

En algunas realizaciones, se podrian combinar los resultados de secuenciacion de dos o0 mas alicuotas de la misma
muestra de sangre, o de dos 0 mas muestras de sangre tomadas en las mismas ocasiones o en diferentes
ocasiones. Las mutaciones potenciales observadas en mas de una alicuota o muestras tendrian un valor predictivo
positivo mayor de mutaciones asociadas con el tumor. El valor predictivo positivo aumentaria con el nimero de
muestras que muestran tal mutaciéon. Las mutaciones potenciales que estan presentes en muestras de plasma
tomadas en diferentes puntos temporales pueden ser consideradas como mutaciones potenciales.

Xl. EJEMPLOS

Los siguientes son ejemplos de técnicas y datos, que no deben considerarse limitativos en las realizaciones de la
presente invencion.
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A. Materiales y Métodos

En cuanto a la recoleccion de muestras, se reclutaron pacientes con carcinoma hepatocelular (HCC), portadores de
hepatitis B crénica, y un paciente con cancer de mama y ovario sincronico. Todos los pacientes con CHC tenian
enfermedad en estadio A1 segun el sistema Barcelona-Clinic Liver Cancer. Las muestras de sangre periférica de
todos los participantes se recolectaron en tubos que contienen EDTA. Los tejidos de tumor de los pacientes con
HCC se obtuvieron durante sus cirugias de reseccion del cancer.

Las muestras de sangre periférica se centrifugaron a 1.600 g durante 10 min a 4 °C. La porcion de plasma se volvio
a centrifugar a 16.000 g durante 10 min a 4 °C y luego se almacend a 80 °C. Las moléculas de ADN libre de células
de 4,8 ml de plasma se extrajeron segun el protocolo de fluido sanguineo y corporal del QlAamp DSP DNABIlood
Mini Kit (Qiagen). EI ADN de plasma se concentré6 con un concentrador SpeedVac (Savant DNA120; Thermo
Scientific) en un volumen final de 4 pl por caso para su posterior preparacion de la biblioteca de secuenciacion de
ADN.

El ADN gendmico se extrajo de muestras de capa leucocitaria de los pacientes de acuerdo con el protocolo de fluido
sanguineo y corporal del QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit. Se extrajo el ADN de tejidos de tumor con el QlAamp
DNA Mini Kit (Qiagen).

Las bibliotecas de secuenciacion de las muestras de ADN gendémico se construyeron con el Paired-End Sample
Preparation Kit (lllumina) segun las instrucciones del fabricante. Resumiendo, en primer lugar se cizallaron con un
ultrasonicador focalizado Covaris S220 1-5 microgramos de ADN gendmico en fragmentos de 200 pb. Después, las
moléculas de ADN fueron reparadas en sus extremos con ADN polimerasa de T4 y polimerasa de Klenow; la
polinucledtido quinasa de T4 se utilizé a continuacion para fosforilar los extremos 5'. Se cre6 un saliente 3' con un
fragmento de Klenow deficiente de exonucleasa 3' a 5'. Los oligonucleétidos adaptadores lllumina se ligaron a los
extremos cohesivos. EI ADN ligado al adaptador se enriquecié con una PCR de 12 ciclos. Debido a que las
moléculas de ADN de plasma eran fragmentos cortos y las cantidades de ADN total en las muestras de plasma eran
relativamente pequefas, se omitieron las etapas de fragmentacién y se utilizé una PCR de 15 ciclos para construir
las bibliotecas de ADN de las muestras de plasma.

Se utilizé un Bioanalizador Agilent 2100 (Agilent Technologies) para verificar la calidad y el tamafio de las bibliotecas
de ADN ligado al adaptador. Las bibliotecas de ADN se midieron a continuacién con un KAPA Library Quantification
Kit (Kapa Biosystems) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La biblioteca de ADN se diluy6 y se hibridd
con las células de flujo de secuenciaciéon de extremo apareado. Los agrupamientos de ADN se generaron en un
sistema de generacion de agrupamiento cBot (lllumina) con el TruSeq PE Cluster Generation Kit v2 (lllumina),
seguido por 51_2 ciclos o 76_2 ciclos de secuenciacidon en un sistema HiSeq 2000 (lllumina) con el Kit TruSeq SBS
v2 (lllumina).

Los datos de secuenciacion de extremo apareado se analizaron por medio del Programa de Alineacion de
Oligonucleétidos Cortos 2 (SOAP2) en el modo de extremo apareado. Para cada lectura de extremo apareado, se
alinean 50 pb o 75 pb de cada extremo con el genoma humano de referencia sin enmascaramiento de repeticion
(hgl8). Se permitieron hasta 2 mal apareamientos de nucledtidos para la alineacion de cada extremo. Las
coordenadas gendmicas de estas alineaciones potenciales para los 2 extremos se analizaron después para
determinar si alguna combinacién permitiria que los 2 extremos estuviesen alineados con el mismo cromosoma con
la orientacién correcta, abarcando un tamafio de inserto de menor que o igual a 600 pb, y cartografiando una
ubicacion unica en el genoma humano de referencia. Las lecturas duplicadas fueron definidas como lecturas de
extremo apareado en las que la molécula de ADN de inserto mostrd ubicaciones de inicio y fin idénticas en el
genoma humano; las lecturas duplicadas se eliminaron como se ha descrito previamente (Lo et al. Sci Transl Med
2010; 2:61ra91).

En algunas realizaciones, se secuenciaron las muestras de ADN constitucional y de tumor apareadas para identificar
las variantes de nucleétido Unico asociadas con el tumor (SNV). En algunas aplicaciones, nos centramos en las SNV
que ocurren en los sitios homocigotos en el ADN constitucional (en este ejemplo es el ADN de capa leucocitaria). En
principio, cualquier variacion de nucleétido detectada en los datos de secuenciacién de los tejidos de tumor pero
ausente en el ADN constitucional podria ser una mutacion potencial (es decir, una SNV). Sin embargo, debido a los
errores de secuenciacion (0,1 % - 0,3 % de los nucledtidos secuenciados), se identificarian millones de falsos
positivos en el genoma si una ocurrencia Unica de cualquier cambio de nucleétido en los datos de secuenciacion del
tejido de tumor se considera como una SNV asociada con el tumor. Una forma de reducir el nimero de falsos
positivos seria instituir el criterio de observar multiples ocurrencias del mismo cambio de nucledtido en los datos de
secuenciacion en el tejido de tumor antes de que analizar una SNV asociada con el tumor.

Debido a que la ocurrencia de errores de secuenciaciéon es un proceso estocastico, el nimero de falsos positivos
debido a errores de secuenciacion se reduciria de forma exponencial con el aumento del nimero de ocurrencias
necesarias para que una SNV observada sea calificada como SNV asociada con el tumor. Por otro lado, el numero
de falsos positivos aumentaria con el aumento de la profundidad de secuenciacion. Estas relaciones se podrian
predecir con funciones de distribucidon binomial y de Poisson. Las realizaciones pueden determinar un punto de corte
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dinamico de ocurrencia para calificar una SNV observada como asociada con el tumor. Las realizaciones pueden
tener en cuenta la cobertura real del nucleétido particular en los datos de secuenciacion de tumor, la tasa de error de
secuenciacion, la tasa de falsos positivos maxima permisible, y la sensibilidad deseada para la deteccion de
mutacion.

En algunos ejemplos, establecemos criterios muy estrictos para reducir los falsos positivos. Por ejemplo, se puede
requerir que una mutacion esté completamente ausente en la secuenciacién de ADN constitucional, y la profundidad
de secuenciacion para la posicion de nucledtido particular tiene que ser 20 veces. En algunas aplicaciones, el punto
de corte de ocurrencia logra una velocidad de deteccion de falsos positivos de menos de 10”. En algunos ejemplos,
también se filtraron SNV que estaban dentro de las regiones centroméricas, teloméricas, y de baja complejidad para
minimizar los falsos positivos debido a los artefactos de alineacion. Ademas, también se eliminé la cartografia de
SNV putativa con SNP conocidos en las 135 bases de datos

B. Reseccion antes y después

La FIG. 13A muestra una tabla 1300 del analisis de mutaciones en el plasma de la paciente con cancer de ovario y
cancer de mama en el momento del diagnostico de acuerdo con las realizaciones de la presente invencion. Aqui,
mostramos un ejemplo de una paciente con cancer de ovario bilateral y un cancer de mama. Los datos de
secuenciacion del plasma se compararon con los resultados de la secuenciacién del ADN constitucional de la
paciente (capa leucocitaria). Los cambios de nucleétido Unico que estaban presentes en el plasma, pero no en el
ADN constitucional se consideraron como mutaciones potenciales. Los canceres de ovario en el lado derecho e
izquierdo de la paciente se muestrearon cada uno en dos sitios, o que hace un total de cuatro muestras de tumor.
Las mutaciones de tumor fueron mutaciones detectadas en los cuatro tejidos de tumor de ovario en cuatro sitios
diferentes.

Se detectaron mas de 3,6 millones de cambios de nucleétido unico en el plasma durante al menos una vez por
secuenciacion. De estos cambios, s6lo 2.064 también se detectaron en los tejidos de tumor, lo que da un valor de
prediccion positiva de 0,06 %. Utilizando el criterio de que se detectan al menos dos veces en el plasma, el numero
de mutaciones potenciales se redujo significativamente en un 99,5 % hasta 18.885. EI nimero de mutaciones de
tumor solo se redujo en un 3 % hasta 2.003, y el valor de prediccion positiva aumenté hasta el 11 %.

Usando los criterios de deteccién de al menos cinco veces en plasma, se detectaron sélo 2.572 mutaciones
potenciales y entre éstas, 1.814 eran mutaciones detectadas en todos los tejidos de tumor, dando, por lo tanto, un
valor predictivo positivo de 71 %. Otros criterios para determinar el numero de ocurrencias (por ejemplo, 2, 3, 4, 6, 7,
8, 9, 10, etc.) se pueden utilizar para definir las mutaciones potenciales dependiendo de la sensibilidad y valor
predictivo positivo requerido. Cuanto mayor sea el numero de ocurrencias utilizadas como criterio, mayor sera el
valor predictivo positivo con una reduccién en la sensibilidad.

La FIG. 13B muestra una tabla 1350 del analisis de mutaciones en el plasma de la paciente con cancer de ovario
bilateral y un cancer de mama después de la reseccion del tumor de acuerdo con las realizaciones de la presente
invencion. Se realizd la reseccion quirurgica de los canceres de la paciente. Se obtuvo una muestra de sangre un
dia después de la reseccion de los tumores de ovario y el cancer de mama. El ADN de plasma se secuenci6 a
continuacioén. Para este ejemplo, sélo se analizaron las mutaciones de los canceres de ovario. Mas de 3 millones de
mutaciones potenciales se detectaron al menos una vez en una muestra de plasma. Sin embargo, utilizando el
criterio de tener al menos cinco ocurrencias, el nimero de mutaciones potenciales se redujo a 238. Se observé una
reduccion significativa en comparacion con el nimero de mutaciones potenciales para la muestra tomada en el
diagnostico y utilizando el mismo criterio de cinco mutaciones.

En una realizacién, el nimero de cambios de nucledtido Unico detectados en el plasma se puede utilizar como un
parametro para la deteccién, control y prondstico de un paciente con cancer. Se puede usar diferente numero de
ocurrencias como criterio para lograr la sensibilidad y especificidad deseadas. Se espera que un paciente con una
carga de tumor mayor y, por lo tanto, un peor prondstico tenga una carga mutacional en el plasma mayor.

Para este analisis, se podria establecer el perfil de carga mutacional para diferentes tipos de cancer. Con fines de
control, se veria que se reduciria la carga mutacional en el plasma de un paciente que responde al tratamiento. Si el
tumor ha recurrido, por ejemplo, durante una recidiva, entonces se espera que la carga mutacional aumente. Tal
control permitiria controlar la eficacia de la modalidad seleccionada de tratamiento para un paciente y detectar la
ocurrencia de resistencia a un tratamiento particular.

Mediante el analisis de las mutaciones especificas que se podrian ver en los resultados de la secuenciacion del ADN
de plasma, se podria también identificar dianas que podrian predecir la sensibilidad (por ejemplo, las mutaciones en
el gen del receptor del factor de crecimiento epidérmico y la respuesta al tratamiento con inhibidor de la tirosina
quinasa) y la resistencia al tratamiento dirigido particular (por ejemplo, mutaciones KRAS en el cancer colorrectal y la
resistencia al tratamiento con panitumumab y cetuximab), y podrian guiar la planificacion de los regimenes de
tratamiento.
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El ejemplo anterior se referia al cancer de ovario bilateral. También se podria realizar el mismo analisis en las
mutaciones del cancer de mama, pudiendo entonces rastrear las mutaciones de ambos tipos de cancer en el
plasma. También se puede utilizar una estrategia similar para rastrear las mutaciones de un cancer primario y su
metastasis o metastasis.

Las realizaciones serian utiles para la deteccidon de céncer en sujetos aparentemente sanos o en sujetos con
factores de riesgo particulares (por ejemplo, historial de tabaquismo, estado viral (tales como portadores del virus de
la hepatitis, sujetos infectados con virus del papiloma humano). La carga mutacional que se podria ver en el plasma
de tales sujetos seria indicativa del riesgo de que el sujeto desarrolle cancer sintomatico en un plazo determinado.
Por lo tanto, se esperaria que los sujetos con una mayor carga mutacional en el plasma tengan un mayor riesgo que
aquellos con una carga mutacional menor. Ademas, el perfil temporal de tal carga mutacional en plasma también
seria un potente indicador de riesgo. Por ejemplo, si un sujeto tiene una carga mutacional en plasma determinada
cada afio y si las cargas mutacionales estdn aumentando progresivamente, entonces este sujeto debe ser derivado
para modalidades de detecciéon adicionales del cancer, por ejemplo, radiografia toracica, ecografia, tomografia
computarizada, resonancia magnética o tomografia por emision de positrones.

C. Puntos de corte dinamicos para deducir las mutaciones de secuenciacién en plasma

Para este estudio se reclutaron cuatro pacientes con carcinoma hepatocelular (HCC) y una paciente con cancer de
ovario y mama. En esta ultima paciente, nos centramos en el andlisis del cancer de ovario. Las muestras de sangre
se recolectaron de cada paciente antes y después de la reseccidon quirdrgica de los tumores. También se
recolectaron los tejidos de tumor resecados. El ADN extraido del tejido de tumor, los leucocitos de la muestra de
sangre preoperatoria y las muestras de plasma pre- y post-operatorias se secuenciaron utilizando el sistema de
secuenciacion HiSeq2000 (lllumina). Los datos de secuenciacion se alinearon con la secuencia del genoma humano
de referencia (hg18) utilizando el Paquete de Analisis de Oligonucledtidos Cortos 2 (SOAP2) (Li R et al.
Bioinformatics 2009; 25: 1966-1967). Las secuencias de ADN de los leucocitos fueron consideradas como secuencia
de ADN constitucional para cada sujeto de estudio.

En este ejemplo, las SNM asociadas con el tumor se dedujeron primero de los datos de secuenciacion de ADN de
plasma y el CG sin referencia a los tejidos de tumor. A continuacion, los resultados deducidos del plasma se
compararon con los datos de secuenciacion generados de los tejidos de tumor (como datos referencia) para
determinar la exactitud de los resultados deducidos. En este sentido, los datos de referencia se obtuvieron
comparando los datos de secuenciaciéon de los tejidos de tumor y la secuencia constitucional para determinar las
mutaciones en los tejidos de tumor. En este analisis, nos centramos en las posiciones de nucledtidos en las que el
ADN constitucional del sujeto estudiado era homocigoto.

1. Andlisis del genoma completo no dirigido

Las profundidades de secuenciacion para los leucocitos, los tejidos de tumor y el ADN de plasma de cada paciente
se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Mediana de las profundidades de secuenciacion de diferentes muestras de los cuatro casos de CHC.

Mediana de la profundidad de secuenciacion (veces)
Caso . " Plasma Plasma
Leucocitos Tejido tumoral . .
preoperatorio postoperatorio

HCC1 39 29 23 24

HCC2 39 29 25 28

HCC3 46 33 18 21

HCC4 46 27 20 23
’PaC|ente con 44 53 37 28

cancer de ovario

Los puntos de corte dinamicos para las ocurrencias minimas para la definicion de las mutaciones de plasma (r)
como se muestra en la tabla 1 se utilizan para identificar las mutaciones en el plasma de cada paciente. Como la
profundidad de secuenciacidon de cada locus puede variar, el punto de corte puede variar, lo que proporciona
eficazmente una dependencia del punto de corte en el nimero total de lecturas para un locus. Por ejemplo, aunque
la mediana de la profundidad es menor de 50 (Tabla 5), la profundidad de secuenciacion de loci individuales puede
variar mucho y ser cubierta > 100 veces.

Ademas de los errores de secuenciacion, otra fuente de error serian los errores de alineacion. Para minimizar este
tipo de errores, la lecturas de secuenciacion que llevan una mutaciéon fueron realineadas con el genoma de
referencia utilizando el programa de alineacién Bowtie (Langmead B et al. Genome Biol 2009, 10:R25). Sdélo las
lecturas que podian ser alineadas con una posicién Unica del genoma de referencia por SOAP2 y Bowtie se
utilizaron para el analisis aguas abajo para las mutaciones de plasma. También se podrian utilizar otras
combinaciones de paquetes de software de alineacion basados en diferentes algoritmos.
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Para minimizar adicionalmente los errores de secuenciacion y alineacion en los datos de secuenciacion reales, se
aplicaron dos algoritmos de filtracion adicionales para determinar las posiciones de nucleétidos que mostraron
variaciones de nucleétido unico en las lecturas de secuencia: (1) = 70 % de las lecturas de secuencia que llevan la
mutacion podrian ser realineadas con la misma coordenada gendmica utilizando Bowtie con calidad de cartografia =
Q20 (es decir, probabilidad de mala alineacion < 1 %); (2) =2 70 % de las lecturas de secuencia que llevan la
mutacion no estaban dentro de las 5 pb de ambos extremos (es decir, extremos 5' y 3') de la lecturas de secuencia.
Esta regla de filtracion fue implantada porque los errores de secuenciacién eran mas prevalentes en ambos
extremos de una lectura de secuencia.

También se investigaron los factores que afectan a la deduccién de un tumor sin previo conocimiento del genoma de
tumor. Tal parametro fue la concentracién fraccional de ADN derivado de tumor en plasma. Este parametro podria
ser considerado como otro parametro de referencia y se dedujo como una referencia conociendo previamente el
genoma de tumor utilizando GAAL.

La Tabla 6 muestra variaciones de nucledtido detectadas en el plasma antes y durante el tratamiento. Para HCCA1,
sin conocimiento previo del genoma del tumor, se detectaron un total de 961 variaciones de nucleétido Unico. Entre
estas variaciones de nucledtido detectadas en el plasma, 828 eran mutaciones asociadas con el cancer. Después de
la reseccion quirdrgica de HCC, el numero total de variaciones de nucledtido se redujo a 43 y ninguna de ellas
fueron mutaciones asociadas con el cancer.

Con fines de referencia, la concentracion fraccional de ADN derivado de tumor en la muestra de plasma post-
operatorio fue 53 % y se dedujo con el conocimiento previo del genoma del tumor. Para HCC2, HCC3 y HCC4, sin
conocimiento previo de los genomas del tumor, los nimeros de variaciones de nucledétido unico en el plasma se
dedujeron, variando desde 27 hasta 32 para las muestras de plasma preoperatorio. Estos resultados son
compatibles con la prediccion matematica de que, con una profundidad de secuenciacion de aproximadamente 20
veces, un porcentaje muy bajo de mutaciones asociadas con el cancer podria ser detectado en el plasma y la
mayoria de las variaciones de secuencia detectadas en el plasma fueron debido a errores de secuenciacion.
Después de la reseccion del tumor, no hubo cambio significativo en el nimero de variaciones de la secuencia
detectadas. Con fines de referencia, se dedujo que las concentraciones fraccionales de ADN derivado de tumor en
plasma variaban desde 2,1 % hasta 5 % y se dedujeron con el conocimiento previo de los genomas del tumor.

Tabla 6. Variaciones de nucleétido detectadas en el plasma.

Plasma preoperatorio Plasma postoperatorio
Concentracion N.° total de N.° de Concentracién N.° total de N.° de
fraccional de variaciones mutaciones fraccional de ADN | variaciones | mutaciones
ADN derivado de asociadas derivado de tumor de asociadas
de tumor nucledtido con el cancer nucledtido con el
Unico identificadas unico cancer
identificadas
HCCA1 53% 961 828 0,4% 43 0
HCC2 5% 32 0 0,6% 49 0
HCC3 2,1% 29 0 0,2% 32 0
HCC4 2,6% 27 0 1,3% 35 1
Paciente
gg';\f::ge(; 46% 1718 1502 0,2% 2 0
de mama)

2. Enriquecimiento de objetivo de los exones

Como se ha descrito anteriormente, el aumento de la profundidad de secuenciacion para la region de interés puede
aumentar tanto la sensibilidad como la especificidad para identificar mutaciones asociadas con el cancer en plasma
y, por lo tanto, aumentando la potencia de discriminacion entre los pacientes con cancer y sujetos sin cancer.
Aunque el aumento de la profundidad de secuenciacion del genoma completo es todavia muy costoso, una
alternativa es enriquecer ciertas regiones para la secuenciacion. En una realizacioén, los exones seleccionados o de
hecho todo el exoma pueden ser enriquecidos de forma dirigida para la secuenciacion. Este procedimiento puede
aumentar significativamente la profundidad de secuenciaciéon de la region diana sin aumentar la cantidad total de
lecturas de secuencia.

Las bibliotecas de secuenciacién del ADN de plasma de los pacientes con HCC y el paciente con cancer de ovario (y
mama) fueron capturadas utilizando el kit Agilent SureSelect All Exon para el enriquecimiento de diana del exoma.
Las bibliotecas de secuenciacion enriquecidas con exdon se secuenciaron después utilizando el sistema de
secuenciacion HiSeq 2000. Las lecturas de secuencia se alinearon con el genoma de referencia humano (hgl8).
Después de la alineacidn, las lecturas de secuencia cartografiadas Unicamente para los exones se analizaron para
determinar las variaciones de nucleétido Unico. Para la identificacion de las variaciones de nucleétido Unico en
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plasma para el analisis de captura de exoma, se utilizan los valores de corte dinamico que se muestran en la tabla 2.

La FIG. 14A es una tabla 1400 que muestra la deteccién de variaciones de nucleétido tnico en ADN de plasma para
HCCA1. Sin conocimiento previo del genoma del tumor, se dedujo de los datos de secuenciacion de diana un total de
57 variaciones de nucleétido unico en plasma. En la validacion posterior de los datos de secuenciaciéon obtenidos de
los tejidos de tumor, 55 resultaron ser mutaciones verdaderas asociadas con el tumor. Como se ha discutido antes,
la concentracién fraccional de ADN derivado de tumor en plasma pre-operatorio fue 53 %. Después de la reseccion
del tumor, no se detectaron variaciones de nucleétido Unico en los datos de secuenciacion de diana obtenidos del
plasma. Estos resultados indican que el analisis cuantitativo del numero de variaciones de nucleétido Unico en
plasma se puede utilizar para controlar la progresion de la enfermedad de los pacientes con cancer.

La FIG. 14B es una tabla 1450 que muestra la deteccién de variaciones de nucleétido Unico en ADN de plasma para
HCC2. Sin el conocimiento previo del genoma del tumor, se dedujo de los datos de secuenciacién de diana en el
plasma un total de 18 variaciones de nucleétido unico. Todas estas mutaciones se encontraron en los tejidos de
tumor. Como se ha descrito anteriormente, la concentracion fraccional de ADN derivado de tumor en plasma pre-
operatorio fue 5 %. Después de la reseccién del tumor, no se detectaron variaciones de nucledétido unico en el
plasma. En comparacion con HCC1 que tuvo una concentracion fraccional mayor de ADN derivado de tumor en
plasma, se detectaron pocas variaciones de nucledtido unico en el plasma del caso HCC2. Estos resultados
sugieren que el nimero de variaciones de nucleétido Unico en plasma se puede utilizar como un parametro para
reflejar la concentracion fraccional de ADN derivado de tumor en plasma y, por lo tanto, la carga de tumor en el
paciente, ya que se ha demostrado que la concentracion de ADN derivado de tumor en plasma se correlaciona
positivamente con la carga de tumor (Chan KC et al. Clin Chem 2005; 51:2192-5).

La FIG. 15A es una tabla 1500 que muestra la deteccion de variaciones de nucledétido unico en el ADN de plasma
para HCC3. Sin conocimiento previo del genoma del tumor, no se observé a partir de los datos de secuenciacion de
diana ninguna variacion de nucleétido Unico ni en las muestras de plasma de pre-reseccion ni post-reseccion. Esto
es probable que sea debido a una concentracion fraccional relativamente baja (2,1 %) de ADN derivado de tumor en
plasma en este paciente. El aumento adicional de la profundidad de secuenciacién se predice para mejorar la
sensibilidad para la detecciéon de mutaciones asociadas con el cancer en los casos con baja concentracién fraccional
de ADN derivado de tumor.

La FIG. 15B es una tabla 1550 que muestra la deteccion de variaciones de nucledtido unico en el ADN de plasma
para HCC4. Sin el conocimiento previo del genoma del tumor, se dedujo a partir de los datos de secuenciacion de
diana del plasma un total de 3 variaciones de nucledtido unico. Todas estas mutaciones se encontraron en los
tejidos de tumor. En comparacion con HCC1 y HCC2 que tenian mayores concentraciones fraccionales de ADN
derivado de tumor en plasma, se detectaron pocas variaciones de nucleétido unico en el plasma del caso HCCA4, el
cual tenia un ADN de tumor fraccional en plasma de 2,6 %. Estos resultados sugieren que el nimero de variaciones
de nucleétido unico en plasma se puede utilizar como un parametro para reflejar la concentracion fraccional de ADN
derivado de tumor en plasma y la carga tumoral en un paciente.

La FIG. 16 es una tabla 1600 que muestra la detecciéon de variaciones de nucledtido unico en el ADN de plasma
para la paciente con cancer de ovario (y mama). Sin conocimiento previo del genoma tumoral, se dedujo a partir de
los datos de secuenciacion de diana del plasma un total de 64 variaciones de nucleétido Unico. Entre estas, 59 se
detectaron en los tejidos de tumor de ovario. La concentracién fraccional estimada de ADN derivado de tumor de
ovario en el plasma fue 46 %. Se detect6 una reduccién significativa en el numero total de variaciones de nucleétido
unico en plasma después de la reseccion del cancer de ovario.

Ademas de la utilizacion del sistema de enriquecimiento de diana SureSelect (Agilent), también se utilizé el sistema
de enriquecimiento de diana Nimblegen SeqCap EZ Exome+UTR (Roche) para enriquecer las secuencias de exones
para la secuenciacion. El sistema Nimblegen SeqCap cubre las regiones de exén del genoma, asi como la regiéon no
traducida 5' y 3'. Se analizaron las muestras de plasma pretratamiento de los cuatro pacientes con HCC, dos sujetos
de control sanos y dos portadores de hepatitis B crénica sin cancer (Tabla 7). En otras realizaciones se pueden
utilizar otros sistemas de enriquecimiento de diana, incluyendo, pero sin limitarse a aquellos que utilizan la
hibridacion en fase de solucion o en fase soélida.
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Tabla 7. Resultados de secuenciacion del exoma para los cuatro pacientes con HCC (HCC1-4) utilizando el sistema
de enriquecimiento de diana Nimblegen SeqCap EZ Exome+UTR de la captura de secuencia. El analisis de
secuenciacion del plasma pre-tratamiento de HCC3 fue sub-6ptimo debido a un mayor porcentaje de lecturas
duplicadas de PCR.

Plasma pretratamiento Plasma postratamiento
Concentracion N.° de N.° de variacion | N.° de variacion de N.° de variacion de
fraccional de variacion de | de secuencia secuencia detectada secuencia que se
ADN derivado secuencia que se en plasma que cumple | superpone con las
de tumor en detectada en | superpone con los puntos de corte mutaciones detectadas
plasma por plasma que las mutaciones | dinamicos en el tejido de tumor
analisis de cumple los detectadas en correspondiente
GAAL puntos de el tejido de
corte tumor
dinamicos correspondiente
HCCA1 53% 69 64 1 1
HCC2 5% 51 47 3 0
HCC3 2,1% 0 0 1 0
HCC4 2,6% 8 7 0 0

En los dos portadores de hepatitis B cronica y los dos sujetos de control sanos, se detectaron una o menos
variaciones de nucleétido unico que cumplian los criterios de punto de corte dinamico (Tabla 8). En tres de los cuatro
pacientes con HCC, el nimero de variaciones de secuencia detectadas en el plasma que cumplia con el requisito de
punto de corte dinamico fue al menos 8. En HCC3, no se detecté SNV que cumpliese con el punto de corte
dinamico. En esta muestra, hubo una alta proporcién de lectura duplicada de PCR en las lecturas secuenciadas, lo
que conduce a un menor numero de lecturas secuenciadas no duplicadas. Se observé una reduccién marcada de
SNV detectables en plasma después de la reseccion quirurgica del tumor.

Tabla 8. Resultados de secuenciacion del exoma de 2 portadores de hepatitis B crénica (HBV1 y HBV2) y 2 sujetos
de control sanos (Ctrll y Ctrl2) utilizando el sistema de enriquecimiento de diana Nimblegen SeqCap EZ Exome+UTR
para la captura de secuencia.

N.° de variacién de secuencia detectada en plasma que
cumple con los puntos de corte dinamicos

HBV1 0

HBV2 1

Citrl1 1

Ctrl2 1

Xll. HETEROGENEIDAD DEL TUMOR

La cuantificacion de mutaciones de nucledtido unico en una muestra bioldgica (por ejemplo, plasma/suero) también
es util para el analisis de la heterogeneidad del tumor, tanto la heterogeneidad intra-tumoral como inter-tumoral. La
heterogeneidad intra-tumoral se refiere a la existencia de mdltiples clones de células tumorales dentro del mismo
tumor. La heterogeneidad inter-tumoral se refiere a la existencia de multiples clones de células tumorales para dos o
mas tumores del mismo tipo histoldgico, pero presentes en diferentes sitios (ya sea en los mismos 6rganos, o en
diferentes 6rganos). En ciertos tipos de tumores, la existencia de heterogeneidad de tumor es un indicador de mal
prondstico (Yoon HH et al. J Clin Oncol 2012; 30: 3932 a 3938; Merlo LMF et al. Cancer Prev Res 2010; 3: 1388-
1397). En ciertos tipos de tumores, cuanto mayor sea el grado de heterogeneidad del tumor, mayor seria la
posibilidad de progresion del tumor o el desarrollo de clones resistentes después del tratamiento dirigido.

Aunque se cree que los canceres surgen de la expansion clonal de una célula tumoral, el crecimiento y la evolucion
de un cancer darian lugar a la acumulacién de nuevas y diferentes mutaciones en diferentes partes de un cancer.
Por ejemplo, cuando un paciente con cancer desarrolla metastasis, el tumor situado en el érgano original y el tumor
metastasico compartirian un nimero de mutaciones. Sin embargo, las células de cancer de los dos sitios también
serian portadoras de un conjunto Unico de mutaciones que estan ausentes en el otro sitio del tumor. Se espera que
las mutaciones que son compartidas por los dos sitios estén presentes a concentraciones mayores que aquellas
mutaciones que solo se observan en un sitio de tumor.

A. Ejemplo

Se analizé el plasma sanguineo de una paciente que tenia cancer de ovario bilateral y cancer de mama. Ambos
tumores de ovario eran del tipo adenocarcinoma seroso. El de la izquierda media 6 cm y el de la derecha media 12
cm en la dimensién mas larga. También hubo mudltiples lesiones metastésicas en el colon y el omentum. El ADN
extraido de los leucocitos se secuencio utilizando la plataforma de secuenciacion por sintesis de Illlumina hasta un
promedio de cobertura de genoma haploide de 44 veces. Las localizaciones de nucleétidos que muestran soélo un
alelo, es decir homocigotos, fueron analizadas adicionalmente para determinar mutaciones de nucleétido Unico en
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plasma.

El ADN se extrajo de cuatro sitios diferentes de los tumores izquierdo y derecho y se secuencié utilizando la
plataforma de secuenciacion de lllumina. Dos sitios (sitios A y B) eran del tumor derecho y los otros dos sitios (sitios
C y D) eran del tumor izquierdo. Los sitios A y B tenian un tamafio de aproximadamente 4 cm. La distancia entre los
sitios C y D también era de aproximadamente 4 cm. Las muestras de plasma se recogieron de la paciente antes y
después de la reseccion quirirgica de los tumores de ovario. El ADN se extrajo a continuacién del plasma de la
paciente. La profundidad de secuenciacion del tumor de los sitios A, B, C y D, asi como las muestras de plasma, se
muestran en la tabla 9.

Tabla 9. Profundidad de secuenciacién del tumor de los sitios A, B, Cy D.

Muestra N.° lecturas de N.° de lecturas alineadas Veces de cobertura de

secuenciacion sin genoma haploide
procesar

ADN constitucional de

capa leucocitaria 1.091.250.072 876.269.922 43,81

Tumor de ovario

derecho (sitio A) 1.374.495.256 1.067.277.229 53,36

Tumor de ovario

derecho (sitio B) 934.518.588 803.007.464 40,15

Tumor de ovario

izquierdo (sitio C) 1.313.051.122 1.036.643.946 51,83

Tumor de ovario

izquierdo (sitio D) 1.159.091.833 974.823.207 48,74

Muestra de plasma
recogida antes de la
cirugia 988.697.457 741.982.535 37,10
Muestra de plasma
recogida después de la
cirugia 957.295.879 564.623.127 28,23

En el ejemplo actual, para definir una mutacion Unica de nucleétido Unico asociada con el tumor, la localizacién de
los nucledtidos es secuenciada al menos 20 veces en el tejido de tumor y 30 veces en el ADN constitucional. En
otras realizaciones se pueden usar otras profundidades de secuenciacién, por ejemplo, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80,
90, 100 y > 100 veces. La reduccion de los costos de secuenciacion permitiria que se realizaran profundidades
mayores mucho mas facilmente. La posicidon de nucleétidos es homocigota en el ADN constitucional mientras que se
observa un cambio de nucleétido en el tejido de tumor. El criterio para la ocurrencia del cambio de nucleétido en el
tejido de tumor depende de la profundidad de secuenciacion total de la posicion de nucleétido particular en el tejido
de tumor. Para la cobertura de nucleétidos de 20 a 30 veces, la ocurrencia de cambio de nucleétido (valor de corte)
es al menos cinco veces. Para la cobertura de 31 a 50 veces, la ocurrencia del cambio de nucleétido es al menos
seis veces. Para la cobertura de 51 a 70 veces, la ocurrencia necesaria es al menos siete veces. Estos criterios se
derivan de la prediccion de la sensibilidad de la deteccion de las mutaciones verdaderas y el numero esperado de
loci falsos positivos utilizando la distribucion de Poisson.

La FIG. 17 es una tabla 1700 que muestra las sensibilidades predichas de diferentes requisitos de ocurrencia y
profundidades de secuenciacién. La sensibilidad corresponderia con el nimero de mutaciones verdaderas
detectadas a una profundidad de veces particular, utilizando un punto de corte particular. Cuanto mayor es la
profundidad de secuenciacidén, mas probable es que se detecte una mutaciéon con un punto de corte dado, ya que se
obtendran mas lecturas de secuencia de mutacién. Para puntos de corte mayores, es menos probable que se
detecte un mutante, ya que los criterios son mas estrictos.

La FIG. 18 es una tabla 1800 que muestra los numeros predichos de loci falsos positivos para diferentes puntos de
corte y diferentes profundidades de secuenciacion. El niumero de falsos positivos aumenta al aumentar la
profundidad de secuenciacion, ya que se obtienen mas lecturas de secuencia. Sin embargo, no se predicen falsos
positivos para un punto de corte de cinco o mas, incluso hasta una profundidad de secuenciaciéon de 70. En otras
realizaciones se pueden usar diferentes criterios de ocurrencia para lograr la sensibilidad y especificidad deseadas.

La FIG. 19 muestra un diagrama de arbol que ilustra el nimero de mutaciones detectadas en los diferentes sitios de
tumor. Las mutaciones se determinaron mediante la secuenciaciéon directa de los tumores. El sitio A tiene 71
mutaciones que son especificas de ese tumor, y el sitio B tiene 122 mutaciones especificas del sitio, a pesar de que
estaban solo a 4 cm de distancia. Se observaron 10 mutaciones en ambos sitios A y B. El sitio C tiene 168
mutaciones que son especificas de ese tumor, y el sitio D tiene 248 mutaciones especificas del sitio, a pesar de que
estaban sdélo a 4 cm de distancia. Se observaron 12 mutaciones en ambos sitios C y D. Existe una heterogeneidad
significativa en los perfiles mutacionales para los diferentes sitios de tumor. Por ejemplo, soélo se detectaron 248
mutaciones en el sitio del tumor D pero no se detectaron en los otros tres sitios del tumor. Un total de 2.129
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mutaciones se observaron en todos los sitios. Por lo tanto, muchas mutaciones eran compartidas entre los diferentes
tumores. Por lo tanto, habia siete grupos de SNV. No hubo diferencias observables entre estas cuatro regiones en
términos de aberraciones del numero de copias.

La FIG. 20 es una tabla 2000 que muestra el nimero de fragmentos que llevan las mutaciones derivadas de tumor
en la muestra de plasma pre-tratamiento y post-tratamiento. También se muestran las concentraciones fraccionales
inferidas del ADN derivado de tumor que llevan las mutaciones respectivas. La categoria de mutacioén se refiere a los
sitios del tumor donde se detectaron las mutaciones. Por ejemplo, las mutaciones de categoria A se refieren a las
mutaciones que estan soélo presentes en el sitio A mientras que las mutaciones de categoria ABCD se refieren a las
mutaciones presentes en los cuatro sitios de tumor.

De las 2.129 mutaciones que estaban presentes en los cuatro sitios de tumor, 2.105 (98,9 %) fueron detectables en
al menos un fragmento de ADN de plasma. Por otro lado, para las 609 mutaciones que estaban presentes en sélo
uno de los cuatro sitios de tumor, solo 77 (12,6 %) fueron detectables en al menos un fragmento de ADN de plasma.
Por lo tanto, la cuantificacion de mutaciones de nucleétido Unico en el plasma se puede utilizar para reflejar la
abundancia relativa de estas mutaciones en los tejidos de tumor. Esta informacion seria util para el estudio de la
heterogeneidad del cancer. En este ejemplo, se considerd una mutacién potencial cuando se observaba una vez en
los datos de secuenciacion.

Las concentraciones fraccionales de ADN de tumor circulante se determinaron con cada grupo de SNV. Las
concentraciones fraccionales de ADN de tumor en el plasma antes de la cirugia y después de la cirugia, como se
determina por SNV compartidas por las 4 regiones (es decir, grupo ABCD), fueron 46 % y 0,18 %, respectivamente.
Estos ultimos porcentajes se correlacionan bien con los obtenidos en el analisis de GAAL, 46 % y 0,66 %. Las
mutaciones compartidas por las 4 regiones (es decir, grupo ABCD) aportaron la mayor contribucion fraccional de
ADN derivado de tumor al plasma.

Las concentraciones fraccionales de ADN derivado de tumor en plasma preoperatorio determinadas con SNV de los
grupos AB y CD fueron 9,5 % y 1,1 %, respectivamente. Estas concentraciones fueron consistentes con los tamafios
relativos de los tumores de ovario derecho e izquierdo. Las concentraciones fraccionales de ADN derivado de tumor
determinadas con las SNV de region unica (es decir, aquellas en los grupos A, B, C y D) fueron generalmente bajas.
Estos datos sugieren que para una medicién exacta de la carga tumoral total en un paciente con cancer, el uso de
un enfoque de disparo de pistola del genoma completo podria proporcionar una imagen mas representativa, en
comparacion con el enfoque mas tradicional de seleccionar las mutaciones asociadas con el tumor especificas. En el
ultimo enfoque, si sélo un subconjunto de las células tumorales posee las mutaciones dirigidas, se podria perder
informacién importante con respecto a la inminente recidiva o progresion de la enfermedad causada por las células
tumorales que no poseen las mutaciones seleccionadas, o se podria perder la aparicién de un clon resistente al
tratamiento.

La FIG. 21 es una grafica 2100 que muestra las distribuciones de ocurrencia en el plasma de las mutaciones
detectadas en un sitio de tumor Unico y mutaciones detectadas en los cuatro sitios de tumor. La grafica de barras
2100 muestra los datos para dos tipos de mutacion: (1) mutaciones detectadas en un soélo sitio y (2) mutaciones
detectadas en los cuatro sitios de tumor. El eje horizontal es el nimero de veces que se detecta una mutacion en el
plasma. El eje vertical muestra el porcentaje de mutaciones que corresponde a un valor particular en el eje
horizontal. Por ejemplo, aproximadamente 88 % de las mutaciones de tipo (1) mostradas solo una vez en el plasma.
Como se puede ver, las mutaciones que se observaron en un sitio, se detectaron la mayoria de las veces una vez, y
no mas de cuatro veces. Las mutaciones presentes en un sitio de tumor Unico se detectaron con mucha menos
frecuencia en el plasma en comparacién con las mutaciones presentes en los cuatro sitios de tumor.

Una aplicacion de esta tecnologia seria permitir a los médicos estimar la carga de las células tumorales que llevan
las diferentes clases de mutaciones. Una proporcion de estas mutaciones podria ser potencialmente tratable con
farmacos especificos. Se esperaria que los agentes dirigidos a las mutaciones presentes en una mayor proporcion
de células tumorales tengan unos efectos terapéuticos mas prominentes.

La FIG. 22 es una grafica 2200 que muestra la distribuciéon predicha de ocurrencia en el plasma de las mutaciones
procedentes de un tumor heterogéneo. El tumor contiene dos grupos de mutaciones. Un grupo de mutaciones esta
presente en todas las células tumorales y el otro grupo de mutaciones solo esta presente en . de las células
tumorales, basandose en la aproximacion de que dos sitios son representativos de cada tumor de ovario. La
concentracion fraccional total de ADN derivado de tumor en plasma se supone que es 40 %. Se supone que la
muestra de plasma es secuenciada a una profundidad promedio de 50 veces por posicion del nucleétido. De
acuerdo con esta distribucion predicha de ocurrencia en el plasma, las mutaciones que estan presentes en todos los
tejidos de tumor pueden ser diferenciadas de las mutaciones soélo presentes en . de las células tumorales por su
ocurrencia en el plasma. Por ejemplo, la ocurrencia de 6 veces puede ser utilizada como un punto de corte. Para las
mutaciones presentes en todas las células tumorales, el 92,3 % de las mutaciones estarian presentes en el plasma
al menos 6 veces. Por el contrario, para las mutaciones que estan presentes en %4 de las células tumorales, sélo
12,4 % de las mutaciones estarian presentes en el plasma al menos 6 veces.
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La FIG. 23 es una tabla 2300 que demuestra la especificidad de las realizaciones para 16 sujetos de control sanos.
Sus muestras de ADN de plasma se secuenciaron a una cobertura media de 30 veces. La deteccion de las
mutaciones presentes en el plasma de la paciente con cancer de ovario anterior se realizé en las muestras de
plasma de estos sujetos sanos. Las mutaciones presentes en el tumor de la paciente con céncer de ovario se
detectaron con muy poca frecuencia en los datos de secuenciacion del plasma de los sujetos de control sanos y
ninguna de la categoria de mutaciones tuvo una concentracion fraccional aparente de > 1 %. Estos resultados
muestran que este método de deteccion es altamente especifico.

B. Método

La FIG. 24 es un diagrama de flujo de un método 2400 para el andlisis de una heterogeneidad de uno o mas
tumores de un sujeto de acuerdo con las realizaciones de la presente invencion. Ciertas etapas del método 2400 se
pueden realizar como se describe en la presente memoria,

En el bloque 2410, se obtiene un genoma constitucional del sujeto. En el bloque 2420, una o mas etiquetas de
secuencia se reciben para cada una de una pluralidad de fragmentos de ADN en una muestra bioldgica del sujeto,
donde la muestra bioldgica incluye ADN libre de células. En el bloque 2430, las posiciones gendmicas se determinan
por las etiquetas de secuencia. En el bloque 2440, las etiquetas de secuencia se comparan con el genoma
constitucional para determinar un primer nimero de primeros loci. En cada uno de los primeros loci, un nimero de
las etiquetas de secuencia que tienen una variante de secuencia respecto al genoma constitucional esta por encima
de un valor de corte, donde el valor de corte es mayor que uno.

En el bloque 2450, una medida de la heterogeneidad de uno o mas tumores se calcula basandose en los primeros
numeros respectivos del conjunto de primeras ubicaciones gendmicas. En un aspecto, las medidas pueden
proporcionar un valor que representa un numero de mutaciones que son compartidas por tumores respecto a un
numero de mutaciones que no son compartidas por los tumores. Aqui, varios tumores pueden existir como un objeto
Unico, con diferentes tumores dentro del objeto, que pueden representar lo que normalmente se llama
heterogeneidad intra-tumoral. La medida también puede referirse a si algunas mutaciones estan en uno o unos
cuantos tumores en comparacion con las mutaciones que estan en muchos o la mayoria de los tumores. Se puede
calcular mas de una medida de heterogeneidad.

En el bloque 2460, la medida de la heterogeneidad se puede comparar con un valor umbral para determinar una
clasificacion de un nivel de heterogeneidad. Una o mas medidas se pueden utilizar de varias maneras. Por ejemplo,
una o mas medidas de heterogeneidad se pueden utilizar para predecir la posibilidad de progresion del tumor. En
algunos tumores, cuanta mas heterogeneidad mayor es la posibilidad de progresion y mayor es la posibilidad de
aparicion de un clon resistente después del tratamiento (por ejemplo tratamiento dirigido).

C. Medidas de heterogeneidad del tumor

Un ejemplo de una medida de heterogeneidad es el numero de 'bandas de concentraciéon' de los diferentes grupos
de mutaciones en el plasma. Por ejemplo, si hay dos clones de tumor predominantes dentro de un paciente, y si
estos clones estan presentes en diferentes concentraciones, entonces se esperaria ver dos mutaciones diferentes
con diferentes concentraciones en el plasma. Estos diferentes valores se pueden calcular mediante la determinacion
de la concentracion fraccional para diferentes conjuntos de mutaciones, donde cada conjunto corresponde a uno de
los tumores.

Cada una de estas concentraciones se puede denominar una 'banda de concentracion' o 'clase de concentracion'. Si
un paciente tiene mas clones, entonces se veran mas bandas/clases de concentracion. Por lo tanto, cuantas mas
bandas, mas heterogénea. El numero de bandas de concentracion se puede ver trazando las concentraciones
fraccionales para diversas mutaciones. Se puede crear un histograma para las distintas concentraciones, donde
diferentes picos corresponden a diferentes tumores (o diferentes clones de un tumor). Un pico grande correspondera
probablemente a mutaciones que son compartidas por todos o algunos tumores (o clones de un tumor). Estos picos
pueden ser analizados para determinar qué picos mas pequefios se combinan para determinar un pico mas grande.
Se puede usar un procedimiento de ajuste, por ejemplo, similar al procedimiento apropiado para las FIGS. 10B y 11.

En una aplicacién, el histograma es una grafica donde el eje Y es la cantidad (por ejemplo, niUmero o proporcion) de
loci y el eje x es la concentracién fraccional. Las mutaciones que son compartidas por todos o algunos tumores
darian como resultado una concentracién fraccional mayor. El tamafio de pico representaria la cantidad de loci que
dan lugar a una concentracién fraccional particular. El tamafo relativo de los picos a concentracion baja y alta
reflejaria el grado de heterogeneidad de los tumores (o clones de un tumor). Un pico mayor a la concentracién alta
refleja que la mayoria de las mutaciones son compartidas por la mayoria o todos los tumores (o clones de un tumor)
e indica un menor grado de heterogeneidad del tumor. Si el pico a la concentracién baja es mayor, entonces la
mayoria de las mutaciones son compartidas por unos cuantos tumores (o unos cuantos clones de un tumor). Esto
indicaria un mayor grado de heterogeneidad del tumor.
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Cuantos mas picos existan, mas mutaciones especificas del sitio hay. Cada pico puede corresponder a un conjunto
diferente de mutaciones, donde el conjunto de mutaciones son de un subconjunto de los tumores (por ejemplo, sélo
uno o dos tumores - como se ilustra anteriormente). Para el ejemplo de la FIG. 19, puede haber un total de 7 picos,
teniendo los 4 picos de un sitio Unico probablemente la concentracion mas pequefia (dependiendo del tamafio
relativo de los tumores), dos picos para los sitios AB y sitios CD, y un pico para las mutaciones compartidas por
todos los sitios.

La ubicacion de los picos también puede proporcionar un tamafio relativo de los tumores. Una mayor concentracion
se correlacionaria con un tumor mas grande, ya que un tumor mas grande liberaria mas ADN de tumor en la
muestra, por ejemplo, en plasma. Por lo tanto, se podria estimar la carga de células tumorales que llevan las
diferentes clases de mutaciones.

Otro ejemplo de una medida de heterogeneidad es la proporcién de sitios de mutacién que tienen relativamente
pocas lecturas de variantes (por ejemplo, 4, 5, o 6) en comparacion con la proporciéon de lecturas de mutaciéon que
tienen lecturas de variante relativamente altas (por ejemplo, 9-13). Haciendo referencia de nuevo a la FIG. 22, se
puede ver que las mutaciones de sitio especifico tienen menos lecturas de variante (lo cual también tiene como
resultado una concentracioén fraccional menor). Las mutaciones compartidas tienen mas lecturas de variante (lo cual
también tiene como resultado una concentracion fraccional mas grande). Una relacion de una primera proporcion a 6
(recuento menor) dividida por una segunda proporcién a 10 (recuento mayor) lleva una medida de heterogeneidad.
Si la relaciéon es pequefia, entonces hay pocas mutaciones que son especificas del sitio, y por lo tanto el nivel de
heterogeneidad es bajo. Si la relacidn es grande (o al menos mas grande que los valores calibrados de las muestras
conocidas), entonces el nivel de heterogeneidad es mayor.

D. Determinacién de umbrales

Los valores de umbral se pueden determinar de sujetos cuyos tumores son sometidos a biopsia (por ejemplo, como
se describe anteriormente) para determinar directamente un nivel de heterogeneidad. El nivel se puede definir de
varias maneras, tales como relaciones entre mutaciones especificas del sitio y mutaciones compartidas. Las
muestras bioldgicas (por ejemplo, muestras de plasma) se pueden analizar a continuaciéon para determinar las
medidas de heterogeneidad, donde una medida de heterogeneidad de las muestras bioldgicas puede estar asociada
con el nivel de heterogeneidad determinado por el andlisis de las células de los tumores directamente.

Tal procedimiento puede proporcionar una calibracion de umbrales con relacion a los niveles de heterogeneidad. Si
la medida de heterogeneidad de la prueba cae entre dos umbrales, entonces el nivel de heterogeneidad se puede
estimar que esta entre los niveles correspondientes a los umbrales.

En una realizacién, se puede calcular una curva de calibracion entre los niveles de heterogeneidad determinados a
partir de las biopsias y la medida de la heterogeneidad correspondiente determinada de la muestra de plasma (u otra
muestra). En dicho ejemplo, los niveles de heterogeneidad son numéricos, donde estos niveles numéricos pueden
corresponder a diferentes clasificaciones. Diferentes rangos de niveles numéricos pueden corresponder a diferentes
diagnosticos, por ejemplo, diferentes estadios del cancer.

E. Método que utiliza la concentracion fraccional de la representacién gendmica

La heterogeneidad del tumor también puede ser analizada utilizando la concentracién fraccional, por ejemplo, como
se determina utilizando realizaciones del método 1200. Las regiones genémicas que exhiben pérdida de una copia
pueden provenir de diferentes tumores. Por lo tanto, la concentracién fraccional determinada para diversas regiones
del genoma puede ser diferente dependiendo de si existe la amplificacidon (o delecion para la pérdida de 1 copia)
s6lo en un tumor o multiples tumores. Por lo tanto, las mismas medidas de heterogeneidad se pueden utilizar para
las concentraciones fraccionales determinadas mediante las realizaciones del método 1200.

Por ejemplo, una regién gendmica puede ser identificada como correspondiente a una pérdida de 1 copia, y una
concentracion fraccional puede ser determinada sélo a partir de una densidad respectiva en cada regidon genémica
(la densidad respectiva podria ser utilizada como una concentracion fraccional). Se puede crear un histograma de
las diversas densidades respectivas contando el nimero de regiones que tienen diferentes densidades. Si sélo un
tumor o un clon tumoral o un depésito tumoral tiene una ganancia en una region particular, entonces la densidad de
esa region seria menor que la densidad en una region que tenia una ganancia en multiples tumores o multiples
clones de tumor o multiples depésitos de tumor (es decir, la concentracion fraccional de ADN de tumor en la regidn
compartida seria mayor que la region especifica del sitio). Las medidas de heterogeneidad descritas anteriormente
por lo tanto se pueden aplicar a picos identificados usando la ganancia o pérdida de niumeros de copias en diversas
regiones, al igual que la concentracion fraccional de diferentes sitios mostraba una distribuciéon de concentraciones
fraccionales.

En una aplicacion, si las densidades respectivas se utilizan para el histograma, se obtendrian ganancias y pérdidas

separadas. Las regiones que muestran una ganancia podrian ser analizadas por separado mediante la creacion de
un histograma solo para las ganancias, y crear un histograma aparte sélo para las pérdidas. Si se utiliza la
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concentracion fraccional, entonces los picos de pérdidas y ganancias pueden ser analizados juntos. Por ejemplo, las
concentraciones fraccionales utilizan una diferencia (por ejemplo, como un valor absoluto) respecto a la densidad de
referencia, y por lo tanto las concentraciones fraccionales para las ganancias y pérdidas pueden contribuir al mismo
pico.

XlIl. SISTEMA INFORMATICO

Cualquiera de los sistemas informaticos mencionados en la presente memoria puede utilizar cualquier nimero
adecuado de subsistemas. Los ejemplos de tales subsistemas se muestran en la FIG. 25 en un aparato informatico
2500. En algunas realizaciones, un sistema informatico incluye un aparato informatico Unico, donde los subsistemas
pueden ser los componentes del aparato informatico. En otras realizaciones, un sistema informatico puede incluir
multiples aparatos informaticos, siendo cada uno un subsistema, con componentes internos.

Los subsistemas mostrados en la FIG. 25 estan interconectados a través de un bus de sistema 2575. Se muestran
los subsistemas adicionales como una impresora 2574, teclado 2578, disco fijo 2579, monitor 2576, que se acoplan
al adaptador de pantalla 2582, y otros. Los dispositivos periféricos y de entrada/salida (I/O), que se acoplan al
controlador I/O 2571, se pueden conectar al sistema informatico a través de cualquier nimero de medios conocidos
en la técnica, tales como puerto en serie 2577. Por ejemplo, el puerto en serie 2577 o interfaz externa 2581 (por
ejemplo, Ethernet, Wi-Fi, etc.) se puede utilizar para conectar el sistema informatico 2500 a una red de area amplia
tal como Internet, un dispositivo de entrada del ratén, o un escaner. La interconexioén a través del bus de sistema
2575 permite que el procesador central 2573 se comunique con cada subsistema y controle la ejecucion de
instrucciones desde la memoria del sistema 2572 o el disco fijo 2579, asi como el intercambio de informacion entre
los subsistemas. La memoria del sistema 2572 y/o el disco fijo 2579 puede incorporar un medio legible por
ordenador. Cualquiera de los valores mencionados en la presente memoria puede ser obtenido a través de un
componente a otro componente y puede ser la salida para el usuario.

Un sistema informatico puede incluir una pluralidad de los mismos componentes o subsistemas, por ejemplo,
conectados entre si por la interfaz externa 2581 o por una interfaz interna. En algunas realizaciones, los sistemas
informaticos, subsistema, o aparatos pueden comunicarse a través de una red. En tales casos, un ordenador puede
ser considerado un cliente y otro ordenador un servidor, donde cada uno puede ser parte de un mismo sistema
informatico. Un cliente y un servidor pueden incluir cada uno multiples sistemas, subsistemas o componentes.

Debe entenderse que cualquiera de las realizaciones de la presente invencion se puede implementar en la forma de
control logico utilizando el hardware (por ejemplo, una disposicion de compuerta programable de campo o circuito
integrado especifico de la aplicacién) y/o el uso de software con un procesador generalmente programable de
manera modular o integrada. Como se usa en la presente memoria, un procesador incluye un procesador de
multiples nucleos en un mismo chip integrado, o multiples unidades de procesamiento en una sola placa de circuito o
en red. Basandose en la divulgacion y ensefianzas proporcionadas en la presente memoria, una persona con
experiencia ordinaria en la técnica conocerd y apreciara otras formas y/o métodos para poner en practica las
realizaciones de la presente invencion usando hardware y una combinacion de hardware y software.

Cualquiera de los componentes o funciones del software descritos en esta solicitud pueden implementarse como un
cédigo de software para ser ejecutado por un procesador utilizando cualquier lenguaje de programacién adecuado,
tal como, por ejemplo, Java, C++ o Perl usando, por ejemplo, técnicas convencionales u orientadas a objetos. El
cadigo de software puede ser almacenado como una serie de instrucciones o comandos en un medio legible por
ordenador para su almacenamiento y/o transmision, los medios adecuados incluyen memoria de acceso aleatorio
(RAM), una memoria de solo lectura (ROM), un medio magnético tal como un disco duro o disco flexible, o un medio
Optico tal como un disco compacto (CD) o DVD (disco versatil digital), memoria flash, y similares. El medio legible
por ordenador puede ser cualquier combinacion de tales dispositivos de almacenamiento o transmisién.

Tales programas también pueden ser codificados y transmitidos utilizando sefiales portadoras adaptadas para la
transmisiéon a través de redes cableadas, épticas, y/o inalambricas conformes a una variedad de protocolos,
incluyendo la Internet. Como tal, un medio legible por ordenador de acuerdo con una realizacién de la presente
invencion puede ser creado utilizando una sefial de datos codificada con tales programas. Los medios legibles por
ordenador codificados con el cédigo del programa se pueden envasar con un dispositivo compatible o disponer por
separado de otros dispositivos (por ejemplo, a través de descarga de Internet). Cualquier medio legible por
ordenador puede residir en o dentro de un producto de programa informatico simple (por ejemplo, un disco duro, un
CD, o un sistema informatico completo), y puede estar presente en o dentro de diferentes productos de programa
informatico dentro de un sistema o red. Un sistema informatico puede incluir un monitor, impresora, u otra pantalla
adecuada para proporcionar cualquiera de los resultados mencionados en la presente memoria a un usuario.

Cualquiera de los métodos descritos en la presente memoria puede llevarse a cabo total o parcialmente con un
sistema informatico que incluye uno o mas procesadores, que pueden ser configurados para realizar las etapas. Por
lo tanto, las realizaciones pueden estar dirigidas a los sistemas informaticos configurados para realizar las etapas de
cualquiera de los métodos descritos en la presente memoria, potencialmente con diferentes componentes que
realizan una etapa respectiva o un grupo de etapas respectivas. Aunque se presentan como etapas numeradas, las
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etapas de los métodos en la presente memoria se pueden realizar al mismo tiempo o en un orden diferente.
Ademas, las porciones de estas etapas se pueden utilizar con porciones de otras etapas de otros métodos. Ademas,
todas o partes de una etapa pueden ser opcionales. Ademas, cualquiera de las etapas de cualquiera de los métodos
se pueden realizar con médulos, circuitos, u otros medios para realizar estas etapas.

Los detalles especificos de realizaciones particulares se pueden combinar en cualquier manera adecuada sin
apartarse del espiritu y alcance de las realizaciones de la invencion. Sin embargo, otras realizaciones de la
invencion pueden ser dirigidas a realizaciones especificas con relacién a cada aspecto individual, o combinaciones
especificas de estos aspectos individuales.

La descripcion anterior de realizaciones ilustrativa de la invencién se ha presentado con fines ilustrativos y de
descripcién. No se pretende que sea exhaustiva o limitar la invencién a la forma precisa descrita, y muchas
modificaciones y variaciones son posibles a la luz de las ensefianzas anteriores. Las realizaciones se eligieron y
describieron con el fin de explicar mejor los principios de la invencién y sus aplicaciones practicas para permitir de
esta manera que otros expertos en la técnica utilicen mejor la invencion en varias realizaciones y con varias
modificaciones que sean adecuadas al uso particular contemplado.

Una repeticion de “un”, “una” o “el’, “la” se pretende que signifique “uno o mas” a menos que se indique
especificamente lo contrario.
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REIVINDICACIONES
1. Un método para detectar cancer o cambios premalignos en un sujeto, comprendiendo el método:

obtener una secuencia consenso de un genoma del sujeto, en el que la secuencia consenso se deriva usando
etiquetas de secuencia de una muestra del sujeto que contiene mas del 50 % de ADN de células sanas;

recibir una o mas etiquetas de secuencia para cada una de una pluralidad de fragmentos de ADN en una
muestra bioldgica del sujeto, incluyendo la muestra biolégica ADN libre de células;

determinar posiciones gendmicas para las etiquetas de secuencia;

comparar las etiquetas de secuencia con la secuencia consenso para determinar un primer nimero de primeros
loci, en el que:

en cada uno de los primeros loci, varias de las etiquetas de secuencia que tienen una variante de secuencia
respecto a la secuencia consenso estan por encima de un valor de corte, siendo el valor de corte mayor que
uno;

determinar un parametro basandose en un recuento de etiquetas de secuencia que tienen una variante de
secuencia en los primeros loci; y

comparar el parametro con un valor umbral para determinar una clasificacion de un nivel de cancer en el
sujeto, correspondiendo el valor umbral a un rango del parametro para sujetos que tienen la clasificacion del
nivel de cancer.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que el valor de corte para un locus depende de un numero total de
etiquetas de secuencia que tienen una posicion genémica en el locus.

3. El método de la reivindicacion 1, en el que se usan diferentes valores de corte para al menos dos de los primeros
loci, comprendiendo ademas el método:

determinar dinamicamente un primer valor de corte para uno de los primeros loci, residiendo uno de los primeros loci
dentro de una primera region.

4. El método de la reivindicacién 3, en el que el primer valor de corte se determina basandose en una profundidad de
secuenciacion de uno de los primeros loci, o en el que el primer valor de corte se determina basandose en una tasa
de falsos positivos que depende de una tasa de error de secuenciacién, una profundidad de secuenciacion de la
primera region, y varias posiciones de nucleétidos en la primera region.

5. El método de la reivindicacién 3, en el que el primer valor de corte se determina basandose en una tasa de falsos
positivos que depende de una tasa de error de secuenciacion, una profundidad de secuenciacién de la primera
regiéon y varias posiciones de nucleétidos en la primera region, y en el que el primer valor de corte se determina
adicionalmente basandose en un numero de verdaderos positivos en la primera region, comprendiendo ademas el
método el calculo del nimero de verdaderos positivos para el primer valor de corte basandose en la profundidad de
secuenciacion D de la primera regiéon y una concentracion fraccional f de ADN derivado de tumor en la muestra
biologica.

6. El método de la reivindicacién 5, en el que calcular el nimero de verdaderos positivos usa la probabilidad de
distribucién de Poisson de acuerdo con la férmula:

r—1

Ph=1- Z Poisson(i, Mp),
i=0

donde Pb es una probabilidad de detectar verdaderos positivos, y r es el primer valor de corte, y Mp = D x f/2.

7. El método de la reivindicacion 3, en el que el primer valor de corte se determina usando uno cualquiera de los
siguientes criterios:

si la profundidad de secuenciacion es menor que 50, entonces el primer valor de corte es 5,
si la profundidad de secuenciacion es 50 - 110, entonces el primer valor de corte es 6,

si la profundidad de secuenciacion es 111-200, entonces el primer valor de corte es 7,

si la profundidad de secuenciacion es 201 - 310, entonces el primer valor de corte es 8,

si la profundidad de secuenciacion es 311 - 450, entonces el primer valor de corte es 9,

si la profundidad de secuenciacion es 451 - 620, entonces el primer valor de corte es 10, y
si la profundidad de secuenciacion es 621 - 800, entonces el primer valor de corte es 11.

8. El método de la reivindicacion 1, en el que el parametro es una suma ponderada del primer nimero de primeros

loci, en el que una contribuciéon de cada uno de los primeros loci se pondera basandose en un valor de importancia
asignado a los primeros loci respectivos.
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9. El método de la reivindicaciéon 1, en el que el parametro incluye una suma de las etiquetas de secuencia que
indican una variante de secuencia en el primer nimero de primeros loci.

10.

El método de la reivindicacion 13, en el que la suma es una suma ponderada, y en el que uno de los primeros

loci tiene un primer peso que es diferente de un segundo peso de un segundo de los primeros loci, en el que el
primer peso es mayor que el segundo peso y en el que el uno de los primeros loci estd asociado con céancer, y el
segundo de los primeros loci no esta asociado con cancer.

11.

El método de la reivindicacion 1, en el que la determinacién de una posicion gendmica para una etiqueta de

secuencia incluye:

12.

alinear al menos una porcion de las etiquetas de secuencia con un genoma de referencia, en el que la alineacion
de una etiqueta de secuencia permite uno o mas mal apareamientos entre la etiqueta de secuencia y la
secuencia consenso,

en el que la comparacion de las etiquetas de secuencia con la secuencia consenso incluye:

comparar la secuencia consenso con el genoma de referencia para determinar un segundo numero de
segundos loci que tienen una variante respecto al genoma de referencia;
basandose en la alineacién, determinar un tercer niumero de terceros loci, en el que:

en cada uno de los terceros loci, varias de las etiquetas de secuencia que tienen una variante de
secuencia con respecto al genoma de referencia estan por encima de un valor de corte; y

la diferencia entre el tercer numero y el segundo nimero permite obtener el primer niumero de primeros
loci,

en el que la diferencia entre el tercer nimero y el segundo namero identifica los primeros loci, y
en el que la determinacién del parametro incluye:
para cada locus del primer nimero de primeros loci:

contar las etiquetas de secuencia que se alinean con el locus y tienen una variante de secuencia en el
locus; y
determinar el parametro basado en los recuentos respectivos.

El método de la reivindicacion 1, en el que la determinacién de una posicion gendmica para una etiqueta de

secuencia incluye:

13.

alinear al menos una porcion de las etiquetas de secuencia con la secuencia consenso, en el que la alineacién
de una etiqueta de secuencia permite uno o mas mal apareamientos entre la etiqueta de secuencia y la
secuencia consenso,

en el que la comparacion de las etiquetas de secuencia con la secuencia consenso incluye:

basandose en la alineacion, identificar etiquetas de secuencia que tienen una variante gendémica en una
ubicacién gendmica respecto al genoma constitucional del sujeto;
presentando para cada ubicaciéon genémica una variante de secuencia;

contar un primer numero respectivo de etiquetas de secuencia que se alinean con la ubicaciéon gendémica
y tienen una variante de secuencia en la ubicaciéon genémica; y
determinar un parametro basado en los primeros niumeros respectivos.

El método de la reivindicacion 12, en el que la determinacion del parametro basandose en los primeros nimeros

respectivos incluye:

14.

sumar los primeros nimeros respectivos para obtener una primera suma; y usar la primera suma para determinar
el parametro, y
en el que usar la primera suma para determinar el parametro incluye:

restar el nimero de localizaciones genémicas que muestran una variante de secuencia de la primera suma, o
normalizar la primera suma basandose en una cantidad de etiquetas de secuencia alineadas.

El método de la reivindicacion 1, que comprende ademas:

obtener una muestra constitucional del sujeto que contiene mas del 90 % de ADN constitucional;

realizar la secuenciacion aleatoria de los fragmentos de ADN en la muestra constitucional para obtener una o
mas segundas etiquetas de secuencia para cada una de una pluralidad de fragmentos de ADN en la muestra
constitucional;

alinear al menos una porcion de las segundas etiquetas de secuencia con un genoma de referencia, en el que la
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alineacion de una segunda etiqueta de secuencia permite un mal apareamiento entre la segunda etiqueta de
secuencia y el genoma de referencia en M 0 menos ubicaciones gendémicas, donde M es un nimero entero igual
a 0 mayor que uno; y

construir la secuencia consenso basandose en las segundas etiquetas de secuencia y la alineacién, en el que la
muestra constitucional es la muestra bioldgica, y en el que construir la secuencia consenso incluye:

determinar un locus homocigoto o un locus heterocigoto que tiene dos alelos.

15. El método de la reivindicacion 1, en el que la una o mas etiquetas de secuencia se generan a partir de una
secuenciacion aleatoria de fragmentos de ADN en la muestra bioldgica.

16. Un programa informatico que comprende una pluralidad de instrucciones capaces de ejecucién por un sistema

informatico, que cuando se ejecuta de esta manera controla el sistema informatico para realizar el método de una
cualquiera de las reivindicaciones precedentes.
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1210 Recibir una o mas etiq de para cada una de una
pluralidad de fragmentos de ADN en una muestra biolégica
del sujeto

1220 Determinar las posiciones gendmicas para las
: etiquetas secuenciadas

para cada una de una pl d de regi g

¥

| Determinar una idad respectiva de fr de ADN dent
1230 | delaregion gendmica de las etiquetas de secuencia que tienen
i una posicién genémica dentro de la regién genémica

1240 Mormalizar la cantidad respectiva para obtener
una densidad respectiva

¥

Comp la resp con una densidad de referencia para
1250 identificar si la region genémica exhibe una pérdida de 1 copia o
una ganancia de 1 copia

¥
Calcular una primera densidad a partir de las densidades respectivas
o :  identificadas como que exhiben una pérdida de 1 copia o a partir de
1260 las densidades respectivas identificadas como que exhiben una
i ganancia de 1 copia

%
1270 Calcular la acién fraccional parando la primera
H d idad con otra d idad para obti un diferencial
que esta nor do con la densidad de referencia

FIG. 12
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N°de N°de Mutaciones de Mutaciones de Pom;mjc Valor
N"de veces . s tumor tumor mutaciones predictivo
detectado en H das N detectadas > N detectadas N detectadas >N detectadas positivo
plasma (N) Shiseply) vecesen VECEs en veces en
plasma plasma plasma plasma conN=I
1 3.605.085 3.623.970 3 2.064 1009 0,00%
g 13.518 18,885 35 2403 % 11%
3 2.029 5.367 7 1.968 95% 37%
4 766 3338 83 1.897 92% 57%
5 437 2.572 140 1.814 28% T1%
6 313 2.135 161 1,674 81% TRY
7 263 1.822 165 1.513 3% 83%
& 26i 1557 192 1.348 65% 7%
9 231 1.296 85 1,136 56% 9%
10 191 1.065 160 971 47% 3%
i 179 874 163 511 39% 93%
i2 148 695 137 646 31% 93%
1 122 547 109 504 25% 23%
i4 49 425 92 400 19% 94%
is 74 326 7 308 15% 94%
Ha 54 252 44 237 11% 4%
17 34 S 34 188 9% 95,
18 as 159 33 i4y 7% 24%,
] 24 124 23 1i6 04
20 20 160 20 G3 33%,
21 18 80 17 73 9%
22 11 62 i 56 3%
g 9 Sf 9 46 6%
23 8 42 5 37 RE%
.} G kE 6 32 94%
26 7 28 5 26 93%
27 8 21 8 28 [00%
28 i i3 i 13 100%
29 4 iz 4 12 FOOS,
30 8 8 8 5 100%;

FIG. 13A
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nc N°de | Mutaciones de | Mutaciones de |  Poroentaie
N de veces P " tumor tumor d? V%h.r
el B e Jotendiles | getectadas N | dtectadas >N | Mutaciones | predictivo
* veces en veces en detectadas positivo
plasma (N) veces en vecesen plasna plasma comparado
plasma plasma con N =1
t 31155634 1167144 5l 34 U <0019,
2 9.835 11519 2 3 6% 1 03%%
3 123 1.675 { ] 2% 0,06%
4 34 352 - - - -
5 132 238 - - - -
] 44 106 - - - -
¥ 22 57 - - - -
g bi 35 - - - -
G 6 24 ~ - - -
1 5 18 - - - -
T 3 13 . : - :
2 3 9 . : 5 .
13 2 7 : - - ;
14 3 g . - . .
13 R 2 - - - -
16 : 3 - p . .
17 I 2 - - - -
18 - 1 - . " -
9 s i x » : "
20 - A . : . .
22 - R : : - :
24 - ~ - - - -
73 . . - p . -
26 R R - - ;
8 - X . .
7 . . 5 : - -
30 - - - - - -
1300
FiG. 138
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cuando el mutante se define como observado en los datos de
ion del tejido de tumor durante al menos n veces, donde n=
4 ) ] T 5 4
73% 6% 38% 4% 13% Fi
T 0% 43% 8% 16% Gta
R/ 4% 47% 3% 19% 1%
839 i 5% 35% 21 13%
85% 1% 35% 3o 26% i5%
7% T3 59% 43% 20% 8%
89% T8 03 47% 33% Zi%
9% B 67% 531% 36% Z4%
92%% 83% T05%% 55% : 27%
5% 9% 3%
Gt B7% 62% 34%
959% 845 6% 37%
96% K 690 41%%
26% 91% T2% 4%
97% 3% T4% 8%
97% 94% % 1%
98%a Q5% T 4%
8% 95% 82% Fh% 8%
DIty 96% 4% 73% 61%
Dheg Y% 85% 6% 647%
G984 G0 §79% T8% aT%
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N.° de falsos positivos en el genoma completo cuando un mutante se identifica como

f_,“j,'"“"'}“‘.’.“’ observado en los datos de secuenciacion del tumor durante al menos n veces, donde n=

(veces) 4 3 6 7 8 Y
20 { { 5 0 0 [t}
23 1 { ¢ 0 0 4
22 ] ] ] { [§] i}
23 i 0 i} 0 1] 0
24 1 { i3 0 0 0
25 1 { i} 0 0 i}
26 2 a 4] 0 { 0
27 ) 4] 4] 0 { 0
28 2 it G 0 [ 0
29 3 0 1] 0 {1 1]
ki 3 { & i (4] {
31 3 { ¢ { 0 [t
32 4 0 i} { 0 [
33 5 it 0 {} 0 i}
34 5 0 b} 0 0 i}
35 [ 0 b} 4] { i
36 7 4] 0 0 { 0
37 7 3 4] 0 0 0
a8 8 O ¢ 0 0 0
39 9 ] 1] { 4 ]
44 10 ] ¥} { 0 {
41 1.} { [ { 0 1]
42 {2 i i} { i i}
43 i4 i i { { i}
44 15 0 ] it {1 [i]
45 17 0 ] 0 { 0
46 1% 3 4] [§] 0 0
47 20 3 4] { { 0
48 22 ] [ { 4! {
44 24 ] & i ] 4
56 26 0 i} { 0 [}
51 28 { g { 0 [
52 30 { ) 0 ] 0
3 3 { i { [{] 0
54 3s 3 i) 0 i 0
35 38 0 3] 4] a ]
56 41 0 } 0 [ 0
57 44 0 4] 0 {1 1]
58 7 i ] ] 0 I
59 s1 4] ] ] 0 0
60 54 { 0 i} & &
Gl 58 { i} i O i}
62 62 0 B 0} ¥ 0
63 O { & &} H 4]
64 71 0 G G [ O
6% 75 { & i i 4
64 80 [ ] i {3 0
67 85 0 ] § [} (3
68 30 4] ¢ ¢ 0 [
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7i 162 { & & 0 {}
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Obtener un genoma constitucional
del sujeto

'

Recibir una o mas etiquetas secuenciadas para cada
una de una pluralidad de fragmentos de ADN en una
muestra biolégica del sujeto

1

Determinar las posiciones genémicas para las
etiquetas secuenciadas

¥

Determinar un primer nimero de primeros loci donde al |

menos N etiquetas de secuencia tienen una variante
de nucledtido respecto al genoma constitucional

%

Calcular una medida de heterogeneidad del uno o
mas tumores basandose en los respectivos primeros

nimeros del conjunto de primeras ubicaciones gendmicas

Comparar la medida de heterogeneidad con uno
o mas umbrales para clasificar un nivel
de heterogeneidad
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