ES 2822125713

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

@NUmero de publicacion: 2 822 125

GDint. Ci.;

C12Q 1/6869 (2008.01)
C12Q 1/6886 (2008.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea: 24.12.2014  E 19163403 (9)
Fecha y nimero de publicacién de la concesién europea: 15.07.2020  EP 3524694

T3

T|’tu|o: Métodos y sistemas para detectar variantes genéticas

Prioridad:

28.12.2013 US 201361921456 P
05.03.2014 US 201461948509 P

Fecha de publicacién y mencion en BOPI de la

traduccién de la patente:
29.04.2021

@ Titular/es:

GUARDANT HEALTH, INC. (100.0%)
505 Penobscot Drive
Redwood City, CA 94063, US

@ Inventor/es:

ELTOUKHY, HELMY y
TALASAZ, AMIRALI

Agente/Representante:
IZQUIERDO BLANCO, Maria Alicia

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del

Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2822 125713

DESCRIPCION
Métodos y sistemas para detectar variantes genéticas
ANTECEDENTES

La deteccion y cuantificacion de polinucleétidos es importante para aplicaciones de biologia molecular y
médicas, como diagnostico. La prueba genética es particularmente Util para una variedad de métodos diagnésticos.
Por ejemplo, trastornos que estan provocados por alteraciones genéticas raras (por ejemplo, variantes de
secuencias) o cambios en etiquetaes epigenéticos, como cancer y aneuploidia parcial o total, pueden detectarse o
caracterizarse con mas precision con informacién de secuencia de ADN.

La deteccion temprana y la monitorizacion de enfermedades genéticas, como el cancer, es a menudo Util y
necesaria en el tratamiento con éxito o la gestién de la enfermedad. Un enfoque puede incluir la monitorizacion de
una muestra derivada de acidos nucleicos libres de células, una poblacion de polinucleétidos que puede encontrarse
en diferentes tipos de fluidos corporales. En algunos casos, la enfermedad puede caracterizarse o detectarse en
base a la deteccion de aberraciones genéticas, como la variacién en el niumero de copias y/o la variacion de
secuencias de una o mas secuencias de acidos nucleicos, o el desarrollo de otras ciertas alteraciones genéticas
raras. EI ADN libre de células (ADNcf) puede contener aberraciones genéticas asociadas con una enfermedad
particular. Con mejoras en la secuenciacién y técnicas para manipular acidos nucleicos, hay una necesidad en la
técnica para métodos y sistemas mejorados par usar ADN libre de células para detectar y monitorizar enfermedades.

En particular, se han desarrollado muchos métodos para la estimacion precisa de variacion del nimero de
copias, especialmente para muestras gendémicas heterogéneas, como ADNg derivado de tumores o para ADNcf para
muchas aplicaciones (por ejemplo, diagndstico prenatal, de trasplante, inmune, metagenémico o cancer). La mayoria
de estos métodos incluyen la preparacién de muestras mediante la cual los acidos nucleicos originales se convierten
en una biblioteca secuenciable, seguida de una secuenciacién masivamente paralela y finalmente bioinformatica
para estimar la variacion del nimero de copias en uno o mas loci.

La W02013142389 y Schmitt et al. (PNAS 21: 14508-14513,2012) divulgan un método para detectar mutaciones
ultrararas mediante secuenciacion de proxima generacion. La WO2013181170 describe un método para generar una
secuencia de consenso de cadena doble de error corregida.

SUMARIO

Aunque muchos de estos métodos son capaces de reducir o combatir los errores introducidos por la
preparacion de muestras y los procesos de secuenciacion para todas las moléculas que se han convertido y
secuenciado, estos métodos no son capaces de inferir en los recuentos de moléculas que se convirtieron pero no se
secuenciaron. Como este recuento de moléculas convertidas pero no secuenciadas puede ser altamente variable de
region a region gendémica, estos recuentos pueden afectar de manera dramatica y adversa a la sensibilidad que se
puede lograr.

Para abordar este problema, puede convertirse el acido desoxirribonucleico (ADN) de cadena doble de
entrada mediante un proceso que etiqueta ambas mitades de la molécula de cadena doble individual, en algunos
casos de forma diferente. Esto se puede realizar usando una variedad de técnicas, incluida ligadura de horquillas,
burbujas o adaptadores bifurcados u otros adaptadores que tienen segmentos de cadenas doble y cadena sencilla
(la porcion no hibridada de un adaptador de burbuja, horquilla o bifurcacién se considera en la presente de cadena
sencilla) . Si se etiquetan correctamente, cada lado original de Watson y Crick (es decir, cadena) de la molécula de
ADN de cadena doble de entrada puede etiquetarse e identificarse de manera diferente mediante el secuenciador y
bioinformatica posterior. Para todas las moléculas en una regién particular, se pueden registrar los recuentos de
moléculas donde se recuperaron ambos lados de Watson y Crick ("Pares") frente a aquellos en los que solo se
recuperd la mitad ("Singletes"). El nimero de moléculas invisibles puede estimarse en base al numero de Pares y
Singletes detectados.

Por lo tanto, la invencién proporciona un método para determinar una medida cuantitativa indicativa de una
serie de moléculas de acido desoxirribonucleico (ADN) de cadena doble individuales en una muestra que
comprende:

(a) determinar una medida cuantitativa de moléculas de ADN individuales para las que se detectan ambas
cadenas;

(b) determinar una medida cuantitativa de moléculas de ADN individuales para las que solo se detecta una de
las cadenas de ADN;

(c) inferir de (a) y (b) anteriores una medida cuantitativa de moléculas de ADN individuales para las cuales no
se detectd ninguna cadena; y

(d) usar (a)-(c) para determinar la medida cuantitativa indicativa de una serie de moléculas de ADN de
cadena doble individuales en la muestra;
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en donde determinar una medida cuantitativa de moléculas de ADN individuales comprende: (i) etiquetar dichas
moléculas de ADN con un conjunto de etiquetas duplex que etiquetan de manera diferente cadenas
complementarias de una molécula de ADN de cadena doble en dicha muestra para proporcionar cadenas
etiquetadas; y (ii) secuenciar por lo menos algunas de dichas cadenas etiquetadas para producir un conjunto de
lecturas de secuencia.

Puede usarse un conjunto de adaptadores de bibliotecas para etiquetar las moléculas de interés (por
ejemplo, por ligacién, hibridacion, etc.). El conjunto de adaptadores de bibliotecas puede comprender una pluralidad
de moléculas de polinucleétidos con cédigos de barras moleculares, en donde la pluralidad de moléculas de
polinucleétidos son menores que o iguales a 80 bases de nucleétidos de longitud, en donde los cédigos de barras
moleculares son por lo menos de 4 bases de nucleétidos de longitud, y en donde (a) los cédigos de barras
moleculares son diferentes entre si y tienen una distancia de edicién de por lo menos 1 entre uno y otro; (b) los
codigos de barras moleculares estan localizados por lo menos una base de nucleétidos lejos de un extremo terminal
de sus moléculas de polinucledtidos respectivas; (c) opcionalmente, por lo menos una base terminal es idéntica en
todas las moléculas de polinucleétidos; y (d) ninguna de las moléculas de polinucleétidos contiene un motivo
secuenciador completo.

Los adaptadores de bibliotecas pueden ser idéntica entre si pero distintos para los cédigos de barra
moleculares. Cada uno de la pluralidad de adaptadores de bibliotecas puede comprender por lo menos una parte de
cadena doble y por lo menos una parte de cadena sencilla (por ejemplo, una parte no complementaria o un saliente).
La parte de cadena doble puede tener un codigo de barras molecular seleccionado de una coleccion de diferentes
codigos de barra moleculares diferentes. El cddigo de barras molecular dado puede tener un aleatorizador. Cada
uno de los adaptadores de bibliotecas puede comprender ademas un cédigo de barras de identificacién de cadena
en por lo menos una parte de cadena sencilla. El codigo de barras de identificacién de cadenas puede incluir por lo
menos 4 bases de nucledtidos. La parte de cadena sencilla puede tener un motivo secuenciador parcial. Los
adaptadores de bibliotecas pueden no incluir un motivo secuenciador completo.

En algunos casos, ninguno de los adaptadores de bibliotecas contiene una secuencia para hibridar a una
célula de flujo o formar una horquilla para secuenciacion.

En algunos casos, todos los adaptadores de bibliotecas tienen un extremo termina con nucleétido(s) que
son el mismo. El nucleétido(s) terminal idéntico puede ser de dos 0 méas bases de nucledtidos de longitud.

Cada uno de los adaptadores de bibliotecas puede tener forma de Y, forma de burbuja o forma de horquilla.
En algunos casos ninguno, de los adaptadores de bibliotecas contiene un motivo de identificacién de muestras.
Cada uno de los adaptadores de bibliotecas puede comprender una secuencia que puede hibridar selectivamente
con un cebador universal. Cada uno de los adaptadores de bibliotecas puede comprender un codigo de barras
molecular que es de por lo menos 5, 6, 7, 8, 9 y 10 bases de nucleétidos de longitud. Cada uno de los adaptadores
de bibliotecas puede ser de 10 bases de nucledtidos a 80 de longitud, o de 30 a 70 bases de nucledtidos de longitud
o de 40 a 60 bases de nucle6tidos de longitud. En algunos casos, por lo menos 1, 2, 3, 6 4 bases terminales son
idénticas en todos los adaptadores de bibliotecas. En algunos casos, por lo menos 4 bases terminales con idénticas
en todos los adaptadores de bibliotecas.

La distancia de edicién de los codigos de barra moleculares de los adaptadores de bibliotecas pueden ser
una distancia de Hamming. La distancia de edicién puede ser por lo menos 1, 2, 3, 4, 6 5. En algunos casos, la
distancia de edicién es con respecto a bases individuales de la pluralidad de moléculas de polinucleétidos. Los
codigos de barras moleculares pueden estar localizados por lo menos 10 bases de nucleé6tidos alejados de un
extremo terminal de un adaptador. La pluralidad de adaptadores de bibliotecas puede incluir por lo menos 2, 4, 6, 8,
10, 20, 30, 40 6 50 codigos de barras moleculares diferentes, o de 2-100, 4-80, 6-60, 6 8-40 codigos de barras
moleculares diferentes. En cualquiera de los casos de la presente, hay mas polinucleétidos (por ejemplo, fragmentos
de ADNCcf) a ser etiquetados que codigos de barras moleculares diferentes de tal forma que el etiquetado no es
anico.

En algunos casos, el extremo terminal de un adaptador esta configurado para la ligacién (por ejemplo, con
una molécula de acido nucleico objetivo). En algunos casos, el extremo terminal de un adaptador es un extremo
romo.

En algunos casos, los adaptadores se purifican y aislan. La biblioteca puede comprender una o mas bases
de origen no natural.

Las moléculas de polinucleétidos pueden comprender una secuencia de cebadores posicionada 5' con
respecto a los cédigos de barras moleculares.

El conjunto de adaptadores de bibliotecas puede consistir esencialmente de la pluralidad de moléculas de
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polinucleétidos.

También se proporciona un método que comprende (a) proporcionar una muestra que comprende un
conjunto de moléculas de polinucleétidos de doble cadena, cada molécula de polinucleétidos de doble cadena
incluyendo una primera y una segunda cadenas complementarias; (b) etiquetar dichas moléculas de polinucleétidos
de cadena doble con un conjunto de etiquetas duplex, en el que cada etiqueta duplex etiqueta de manera diferente
la primera y la segunda cadenas complementarias de una molécula de polinucledtidos de doble cadena en el
conjunto; (c) secuenciar por lo menos algunas de las cadenas etiquetadas para producir un conjunto de lecturas de
secuencia; (d) reducir y/o seguir la redundancia en el conjunto de lecturas de secuencia; (e) clasificar las lecturas de
secuencia en lecturas emparejadas y lecturas no emparejadas, en donde (i) cada lectura emparejada corresponde a
lecturas de secuencia generadas a partir de una primera cadena etiquetada y una segunda cadena complementaria
etiguetada de manera diferente derivada de una molécula de polinucleétidos de cadena doble en dicho conjunto, y
(i) cada lectura no emparejada representa una primera cadena etiquetada que no tiene una segunda cadena
complementaria etiquetada de manera diferente derivada de una molécula de polinucleétidos de doble cadena
representada entre las lecturas de secuencia en el conjunto de lecturas de secuencia; (f) determinar medidas
cuantitativas de (i) las lecturas emparejadas vy (ii) las lecturas no emparejadas que mapean para cada uno de los uno
0 mas loci genéticos; y (g) estimar con un procesador informético programado una medida cuantitativa de moléculas
de polinucleétidos de doble cadena totales en el conjunto que mapean para cada uno de dichos uno o mas loci
genéticos en base a la medida cuantitativa de lecturas emparejadas y lecturas no emparejadas que mapean para
cada locus.

El método puede comprender ademas (h) detectar la variacién en el nimero de copias en la muestra
determinando una medida cuantitativa total normalizada determinada en el paso (g) en cada uno del uno o mas loci
genéticos y determinar la variacion en el nimero de copias en base a la medida normalizada. En algunas
realizaciones, la muestra comprende moléculas de polinucleétidos de doble cadena procedentes sustancialmente de
acidos nucleicos libres de células. Las etiquetas duplex no son adaptadores de secuenciacion.

Reducir la redundancia en el conjunto de lecturas de secuencias puede comprender colapsar las lecturas
de secuencias producidas a partir de productos amplificados de una molécula de polinucleétidos original en la
muestra de vuelta a la molécula de polinucleétidos original. EI método puede comprender ademas determinar una
secuencia de consenso para la molécula de polinucleétidos original. El método puede comprender ademas identificar
moléculas de polinucleétidos en uno o mas loci genéticos que comprende una variante de secuencia. El método
puede comprender ademas determinar una medida cuantitativa de lecturas emparejadas que mapean un locus, en
donde ambas cadenas de la pareja comprenden una variante de secuencia. El método puede comprender ademas
determinar una medida cuantitativa de moléculas emparejadas en las que s6lo un miembro de la pareja lleva una
variante de secuencia y/o determinar una medida cuantitativa de moléculas desemparejadas que llevan una variante
de secuencia. La variante de secuencia puede seleccionarse del grupo que consiste de una variante de nucleétidos
individual, una indel, una transversién, una translocacién, una inversién, una delecién, una alteracién estructural
cromosomica, una fusién génica, una fusién de cromosomas, un truncamiento de genes, una amplificacion de genes,
una duplicacion de genes y una lesiéon cromosomica.

La invencion proporciona un método para determinar una medida cuantitativa indicativa de un ndmero de
fragmentos de ADN de cadena doble individuales en una muestra que comprende (a) determinar una medida
cuantitativa de moléculas de ADN individuales para las que se detectan ambas cadenas; (b) determina una medida
cuantitativa de moléculas de ADN individuales para las que s6lo se detecta una de las cadenas de ADN; (c) inferir de
(a) y (b) anteriores una medida cuantitativa de moléculas de ADN individuales para los que no se detect6 ninguna
cadena; y (d) usar (a)-(c) para determinar la medida cuantitativa indicativa de un nimero de fragmentos de ADN de
cadena doble en la muestra, en donde determinar una medida cuantitativa de moléculas de ADN de cadena doble
individuales comprende: (i) etiquetar dichas moléculas de ADN con un conjunto de etiquetas duplex que etiquetan de
manera diferente cadenas complementarias de una molécula de ADN de cadena doble en dicha muestra para
proporcionar cadenas etiquetadas; y (ii) secuenciar por lo menos algunas de dichas cadenas etiquetadas para
producir un conjunto de lecturas de secuencia.

En algunas realizaciones, el método comprende ademas detectar la variacion del nimero de copias en la
muestra determinando una medida cuantitativa normalizada determinada en el paso (d) en cada uno de los uno o
mas loci genéticos y determinar la variacién del nimero de copias en base a la medida normalizada. La muestra
puede comprender moléculas de polinucleétidos de cadena doble originarias sustancialmente de &cidos nucleicos
libres de células.

En algunas realizaciones, el método comprende ademas clasificar las lecturas de secuencias en lecturas
emparejadas y lecturas desemparejadas, en donde (i) cada lectura emparejada corresponde a las lecturas de
secuencias generadas de una primera cadena etiquetada y una cadena complementaria etiquetada de manera
diferente de una molécula de polinucleétidos de cadena doble en el conjunto, y (ii) cada lectura desemparejada
representa una primera cadena etiquetada que no tiene cadena complementaria etiquetada de manera diferente
derivada de una molécula de polinucleétidos de cadena doble representada entre las lecturas de secuencias en el
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conjunto de lecturas de secuencias. En algunas realizaciones el método comprende ademas determinar medidas
cuantitativas de (i) las lecturas emparejadas vy (ii) las lecturas desemparejadas que mapean para cada uno de los
uno o mas loci genéticos para determinar una medida cuantitativa de moléculas de ADN de cadena doble totales en
la muestra que mapean para cada uno de los uno o mas loci genéticos en base a la medida cuantitativa de lecturas
emparejadas que mapean cada locus.

Aspectos y ventajas adicionales de la presente divulgacion seran facilmente aparentes para los expertos en
la técnica a partir de la siguiente descripcion detallada.

BREVE DECRIPCION DE LOS DIBUJOS

Las nuevas caracteristicas de la invenciéon se exponen con particularidad en las reivindicaciones afadidas.
Se obtendra una mejor comprensién de las caracteristicas y ventajas de la presente invencion con referencia a la
siguiente descripcién detallada que expone realizaciones ilustrativas, en las que se utilizan los principios de la
invencion, y los dibujos acompafantes (también "figura" y "FIG." en presente), de los que:

La FIG. 1 es una representacion de diagrama de flujo de un método de la presente divulgacion para
determinar la variacién del numero de copias (CNV);

La FIG. 2 representa el mapeo de parejas y singletes a Locus A y Locus B en un genoma;

La FIG. 3 muestra una secuencia de referencia que codifica un Locus A genético;

Las FIGs. 4A-C muestran amplificacién, secuenciacién, reduccion de la redundancia y emparejamiento de
moléculas complementarias;

La FIG. 5 muestra la confianza aumentada en la deteccién de variantes de secuencias emparejando lecturas
de cadenas de Watson y Crick;

La FIG. 6 muestra un sistema informatico que estd programado o configurado de otra manera para
implementar varios métodos de la presente divulgacion;

La FIG. 7 es una representacion esquematica de un sistema para analizar una muestra que comprende
acidos nucleicos de un usuario, incluyendo un secuenciador; software bioinformatico y conexién a internet
para informar del analisis mediante, por ejemplo, un dispositivo portatil o un ordenador de sobremesa;

La FIG. 8 es una representacion de diagrama de flujo de un método para determinar CNV usando pruebas
agrupadas y grupos de control; y

Las FIGs. 9A-9C ilustran esquematicamente un método para etiquetar una molécula de polinucleétidos con
un adaptador de bibliotecas y posteriormente un adaptador de secuenciacion.

DESCRIPCION DETALLADA

Aunqgue se han mostrado y descrito varias realizaciones de la invencién en la presente, serd obvio para los
expertos en la técnica que tales realizaciones se proporcionan a modo de ejemplo solamente. A los expertos en la
técnica se les pueden ocurrir numerosas variaciones, cambios, y sustituciones sin salirse de la invencién. Debe
entenderse que pueden emplearse varias alternativas a las realizaciones descritas en la presente.

El término "variante genética”, como se usa en la presente, se refiere generalmente a una alteracion,
variante o polimorfismo en una muestra de acidos nucleicos o genoma de un sujeto. Dicha alteracién, variante o
polimorfismo puede ser con respecto a un genoma de referencia, que puede ser un genoma de referencia del sujeto
u otro individuo. Los polimorfismos de nucleotido Unico (SNPs) son una forma de polimorfismos. En algunos
ejemplos, uno o mas polimorfismos comprenden una o mas variaciones de nucleé6tido Unico (SNVs), inserciones,
deleciones, repeticiones, inserciones pequenas, deleciones pequefas, repeticiones pequefas, uniones de variantes
estructurales, repeticiones en tdndem de longitud variable, y/o secuencias flanqueantes, variantes de nimero de
copias (CNVs), transversiones y otras reordenaciones también son formas de variacion genética. Una alteracion
gendmica puede ser un cambio de base, insercion, delecion, repeticion, variacion del niumero de copias, 0
transversion.

El término "polinucledétido”, como se usa en la presente, se refiere generalmente a una molécula que
comprende una o mas subunidades de acidos nucleicos. Un polinucleétido puede incluir una o mas subunidades
seleccionadas de adenosina (A), citosina (C), guanina (G), timina (T) y uracilo (U) o variantes de la mismas. Un
nucleétido puede incluir A, C, G, T o U, o variantes de las mismas. Un nucle6tido puede incluir cualquier subunidad
que pueda incorporarse en una cadena de &cido nucleico creciente. Tal subunidad puede seruna A, C, G, T,o U, o
cualquier subunidad que sea especifica a uno o mas A, C, G, T, o U complementarias, o complementario a una
purina (es decir, A o G, o variante de los mismos) o una pirimidina (es decir, C, T o U, o variante de los mismos).
Una subunidad puede permitir que se resuelvan bases de acidos nucleicos individuales o grupos de bases (por
ejemplo, AA, TA, AT, GC, CG, CT, TC, GT, TG, AC, CA o contrapartidas de uracilo de los mismos). En algunos
ejemplos, un polinucledtido es acido desoxirribonucleico (ADN) o acido ribonucleico (ARN), o derivados de los
mismos. Un polinucle6tido puede ser de cadena sencilla o de cadena doble.

El término "sujeto”, como se usa en la presente, se refiere de manera general a un animal, como una
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especie mamifera (por ejemplo humano) o especie aviar (por ejemplo péajaro), u otro organismo, como una planta.
Mas especificamente, el sujeto puede ser un vertebrado, un mamifero, un ratén, un primate, un simio o un humano.
Los animales incluyen, pero no estan limitados a, animales de granja, animales de deportes, y mascotas. Un sujeto
puede ser un individuo sano, un individuo que tiene o se sospecha que tiene una enfermedad o predisposicion a la
enfermedad, o un individuo que necesita terapia 0 se sospecha que necesita terapia. Un sujeto puede ser un
paciente.

El término "genoma" se refiere generalmente a la totalidad de una informacion hereditaria del organismo.
Un genoma puede estar codificado o en ADN o en ARN. Un genoma puede comprender regiones codificantes que
codifican proteinas asi como regiones no codificantes. Un genoma puede incluir la secuencia de todos los
cromosomas juntos en un organismo. Por ejemplo, el genoma humano tiene un total de 46 cromosomas. La
secuencia de todos estos juntos constituye un genoma humano.

Los términos "adaptador(es), y "etiqueta(s)" se usan como sinénimos a lo largo de esta especificacion. Un
adaptador o etiqueta puede acoplarse a una secuencia de polinucleétidos a ser "etiquetada" por cualquier enfoque
incluyendo ligacion, hibridacion, u otros enfoques.

El término "adaptador de bibliotecas" como se usa en la presente, se refiere generalmente a una molécula
(por ejemplo, polinucledétido) cuya identidad (por ejemplo, secuencia) puede usarse para diferenciar polinucleétidos
en una muestra biol6gica (también "muestra” en la presente).

El término "adaptador de secuenciacién", como se usa en la presente, se refiere generalmente a una
molécula (por ejemplo, polinucleétido) que esta adaptada para permitir que un instrumento de secuenciacion
secuencie un polinucledtido objetivo, como interactuando con el polinucledtido objetivo para permitir la
secuenciacion. El adaptador de secuenciacion permite que el polinucleétido objetivo se secuencie por el instrumento
de secuenciacion. En un ejemplo, el adaptador de secuenciacion comprende una secuencia de nucleétidos que
hibrida o enlaza con un polinucleétido de captura unido a un soporte sélido de un sistema de secuenciacién, como
una célula de flujo. En otro ejemplo, el adaptador de secuenciacidon comprende una secuencia de nucleétidos que
hibrida o enlaza con un polinucleétido para generar un giro de horquilla, que permite que el polinucleétido objetivo
sea secuenciado por un sistema de secuenciacion. El adaptador de secuenciacién puede incluir un motivo
secuenciador, que puede ser una secuencia de nucledtidos que es complementaria a una secuencia de célula de
flujo de otra molécula (por ejemplo, polinucleétido) y utilizable por el sistema de secuenciaciéon para secuenciar el
polinucleétido objetivo. El motivo secuenciador puede incluir también una secuencia cebador para su uso en la
secuenciacion, como secuenciacion por sintesis. El motivo secuenciador puede incluir la secuencia(s) necesaria
para acoplar un adaptador de bibliotecas a un sistema de secuenciacion y secuenciar el polinucleétido objetivo.

Como se usan en la presente los términos "por lo menos", "como mucho" o "aproximadamente", cuando
preceden a una serie, se refieren a cada miembro de la serie, a menos que se identifique lo contrario.

El término "aproximadamente" y sus equivalentes gramaticales en relacion a un valor numérico de
referencia puede incluir un intervalo de valores has mas o menos el 10% de ese valor. Por ejemplo, la cantidad
"aproximadamente 10" puede incluir cantidades de 9 a 11. En otras realizaciones, el término "aproximadamente" en
relacién con un valor numérico de referencia puede incluir un intervalo de valores mas o menos el 10%, 9%, 8%, 7%,
6%, 5%, 4%, 3%, 2% 0 1% de ese valor.

El término "por lo menos" y sus equivalentes gramaticales en relacién a un valor numérico de referencia
puede incluir el valor numérico de de referencia y mas que ese valor. Por ejemplo, la cantidad "por lo menos 10"
puede incluir el valor 10 y cualquier valor numérico por encima de 10, como 11, 100, y 1.000.

El término "como mucho" y sus equivalentes gramaticales en relaciéon a un valor numérico de referencia
puede incluir el valor numérico de referencia y menos de ese valor. Por ejemplo, la cantidad "como mucho 10" puede
incluir el valor 10 y cualquier valor numérico por debajo de 10, como 9, 8,5, 1, 0,5,y 0,1.

1. Métodos para procesar y/o analizar una muestra de acidos nucleicos

Un aspecto de la presente divulgacion proporciona métodos para determinar una alternancia genémica en
una muestra de acidos nucleicos de un sujeto. La FIG. 1 muestra un método para determinar la variacion del nimero
de copias (CNV). El método puede implementarse para determinar otras alternancias, como SNVs.

A. Aislamiento de Polinucledtidos
Los métodos divulgados en la presente pueden comprender aislar uno o mas polinucleétidos. Un
polinucleétido puede comprender cualquier tipo de acido nucleico, por ejemplo, una secuencia de acido nucleico

gendmico, o una secuencia artificial (por ejemplo, una secuencia no encontrada en un acido nucleico genémico). Por
ejemplo, una secuencia artificial puede contener nucleétidos no naturales. También, un polinucleétido puede
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comprender tanto &cido nucleico genémico como una secuencia artificial, en cualquier parte. Por ejemplo, un
polinucleétido puede comprender del 1 al 99% de acido nucleico gendmico y del 99% al 1% de secuencia artificial,
donde el total suma hasta el 100%. Por tanto, también se contemplan las fracciones de los porcentajes. Por ejemplo,
se contempla una proporcion del 99,1% al 0,9%.

Un polinucleétido puede comprender cualquier tipo de acido nucleico, como ADN y/o ARN. Por ejemplo, si
un polinucleétido es ADN, puede ser ADN gendmico, ADN complementario (ADNc), o cualquier otro acido
desoxirribonucleico. Un polinucledtido puede ser también ADN libre de células (ADNcf). Por ejemplo, el
polinucleétido puede ser ADN circulante. EI ADN circulante puede comprender ADN tumoral circulante (ADNct). Un
polinucleétido puede ser de cadena doble o cadena sencilla. Alternativamente, un polinucleétido puede comprender
una combinacion de una parte de cadena doble y una parte de cadena sencilla.

Los polinucleodtidos no tienen que ser libres de células. En algunos casos, los polinucleétidos pueden
aislarse a partir de una muestra. Por ejemplo, en el paso (102) (FIG. 1), se aislan polinucleétidos de cadena doble a
partir de una muestra. Una muestra puede ser cualquier muestra bioldgica aislada de un sujeto. Por ejemplo, una
muestra puede comprender, sin limitacion, fluidos corporales, sangre completa, plaquetas, suero, plasma, heces,
glébulos rojos, glébulos blancos o leucocitos, células endoteliales, biopsias de tejidos, fluido sinovial, fluido linfatico,
fluido de ascitis, fluido intersticial o extracelular, el fluido en los espacios entre las células, incluyendo fluido
crevicular gingival, médula 6sea, fluido cefalorraquideo, saliva, mucosas, esputo, semen, sudor, orina o cualquier
otro fluido corporal. Un fluido corporal puede incluir saliva, sangre o suero. Por ejemplo, un polinucleétido puede ser
ADN libre de células aislado de un fluido corporal, por ejemplo, sangre o suero. Una muestra también puede ser una
muestra tumoral, que se puede obtener de un sujeto por varios enfoques, que incluyen, pero no estan limitados a,
venopuncion, excrecion, eyaculacién, masaje, biopsia, aspiracion con aguja, lavado, raspado, incisiéon quirdrgica o
intervencion u otros enfoques.

Una muestra puede comprender varias cantidades de acido nucleico que contiene equivalentes genémicos.
Por ejemplo, una muestra de aproximadamente 30 ng de ADN puede contener aproximadamente 10.000 (10%)
equivalentes de genoma humano haploides y, en el caso de ADNcf, aproximadamente 200 billones (2x10'")
moléculas de polinuclettidos individuales. De manera similar, una muestra de aproximadamente 100 ng de ADN
puede contener aproximadamente 30.000 equivalentes de genoma humano haploides y, en el caso de ADNCcH,
aproximadamente 600 billones de moléculas individuales.

Una muestra puede comprender acidos nucleicos de diferentes fuentes. Por ejemplo, una muestra puede
comprender ADN de la linea germinal o ADN somatico. Una muestra puede comprender acidos nucleicos que llevan
mutaciones. Por ejemplo, una muestra puede comprender ADN que lleva mutaciones en la linea germinal y/o
mutaciones somaticas. Una muestra también puede comprender ADN que lleva mutaciones asociadas al cancer (por
ejemplo, mutaciones somaticas asociadas al cancer).

B. Etiquetado

Los polinucleétidos divulgados en la presente pueden ser etiquetados. Por ejemplo, en el paso (104) (FIG.
1) los polinucledtidos de cadena doble se etiquetan con etiquetas duplex, etiquetas que marcan de manera diferente
las cadenas complementarias (es decir, las cadenas "Watson" y "Crick") de una molécula de cadena doble. En una
realizacién las etiquetas duplex son polinucleétidos que tienen partes complementarias 0 no complementarias.

Las etiquetas pueden ser cualquier tipo de moléculas unidas a un polinucleétido, incluyendo, pero no
limitado a, acidos nucleicos, compuestos quimicos, sondas fluorescentes o sondas radiactivas. Las etiquetas
también pueden ser oligonucleétidos (por ejemplo, ADN o ARN). Las etiquetas pueden comprender secuencias
conocidas, secuencias desconocidas, 0 ambas. Una etiqueta puede comprender secuencias aleatorias, secuencias
predeterminadas, o ambas. Una etiqueta puede ser de cadena doble o de cadena sencilla. Una etiqueta de cadena
doble puede ser una etiqueta duplex. Una etiqueta de cadena doble puede comprender dos cadenas
complementarias. Alternativamente, una etiqueta de cadena doble puede comprender una parte hibridada y una
parte no hibridada. La etiqueta de cadena doble puede tener forma de Y, por ejemplo, la parte hibridada esta en un
extremo de la etiqueta y la parte no hibridada esta en el extremo opuesto de la etiqueta. Un ejemplo de ello son los
"adaptadores Y" utilizado en la secuenciacion lllumina. Otros ejemplos incluyen adaptadores con forma de horquilla
0 adaptadores con forma de burbuja. Los adaptadores con forma de burbuja tienen secuencias no complementarias
flanqueadas en ambos lados por secuencias complementarias.

El etiquetado divulgado en la presente puede realizarse usando cualquier método. Un polinucleétido puede
etiquetarse con un adaptador mediante hibridacion. Por ejemplo, el adaptador puede tener una secuencia de
nucleétidos que es complementaria a por lo menos una parte de una secuencia del polinucleétido. Como alternativa,
un polinucleétido puede etiquetarse con un adaptador mediante ligacion.

Por ejemplo, el etiquetado puede comprender el uso de uno o mas enzimas. El enzima puede ser una
ligasa. La ligasa puede ser una ADN ligasa. Por ejemplo, la ADN ligasa puede ser una ADN ligasa T4, una ADN
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ligasa de E. coli y/o una ligasa de mamifero. La ligasa de mamifero puede ser ADN ligasa I, ADN ligasa Ill o ADN
ligasa IV. La ligasa también puede ser una ligasa termoestable. Las etiquetas pueden ligarse a un extremo romo de
un polinucledtido (ligacion de extremos romos). Alternativamente, las etiquetas pueden ligarse a un extremo
adhesivo de un polinucleétido (ligacion de extremos adhesivo). La eficacia de la ligacion puede aumentarse
mediante la optimizacién de varias condiciones. La eficacia de la ligacion puede aumentarse optimizando el tiempo
de reaccion de la ligacion. Por ejemplo, el tiempo de reaccion de la ligacion puede ser inferior a 12 horas, por
ejemplo, inferior a 1, inferior a 2, inferior a 3, inferior a 4, inferior a 5, inferior a 6, inferior a 7, inferior a 8, inferior a 9,
inferior a 10, inferior a 11, inferior a 12, inferior a 13, inferior a 14, inferior a 15, inferior a 16, inferior a 17, inferior a
18, inferior a 19, o inferior a 20 horas. En un ejemplo particular, el tiempo de reaccion de la ligacién es inferior a 20
horas. La eficiencia de la ligacién puede aumentarse optimizando la concentracion de ligasa en la reaccion. Por
ejemplo, la concentracion de ligasa puede ser de por lo menos 10, por lo menos 50, por lo menos 100, por lo menos
150, por lo menos 200, por lo menos 250, por lo menos 300, por lo menos 400, por lo menos 500, o por lo menos
600 unidades/microlitro. La eficiencia también puede optimizarse afadiendo o variando la concentracion de un
enzima adecuado para la ligacién, cofactores enzimaticos u otros aditivos, y/o optimizando una temperatura de una
solucion que tiene el enzima. La eficiencia también puede optimizarse variando el orden de adicion de varios
componentes de la reaccion. El final de la secuencia de etiquetado puede comprender dinucleétido para aumentar la
eficiencia de ligacién. Cuando la etiqueta comprende una parte no complementaria (por ejemplo, adaptador en forma
de Y), la secuencia en la parte complementaria del adaptador de etiqueta puede comprender una 0 mas secuencias
seleccionadas que promueven la eficiencia de ligacion. Preferiblemente, tales secuencias estan localizadas en el
extremo terminal de la etiqueta. Dichas secuencias pueden comprender 1, 2, 3, 4, 5, 0 6 bases terminales. La
solucion de reaccion con alta viscosidad (por ejemplo, un nimero de Reynolds bajo) también puede usarse para
aumentar la eficiencia de la ligacién. Por ejemplo, la solucién puede tener un nimero de Reynolds menor de 3000,
menor de 2000, menor de 1000, menor de 900, menor de 800, menor de 700, menor de 600, menor de 500, menor
de 400, menor de 300, menor de 200, menor de 100, menor de 50, menor de 25, o menor de 10. También se
contempla que se puede usar una distribucion de fragmentos aproximadamente unificada (por ejemplo, una
desviacién estandar ajustada) para aumentar la eficiencia de ligacién. Por ejemplo, la variacion en el tamafo de los
fragmentos puede variar en menos del 20%, menos del 15%, menos del 10%, menos del 5% o menos del 1%. El
marcado también puede comprender extensién del cebador, por ejemplo, mediante reaccién en cadena de
polimerasa (PCR). El etiquetado también puede comprender cualquier PCR basado en ligacion, PCR multiplex,
ligacion de cadena sencilla, o circularizacién de cadena sencilla.

En algunos casos, las etiquetas de la presente comprenden cédigos de barras moleculares. Dichos cddigos
de barras moleculares pueden usarse para diferenciar polinucle6tidos en una muestra. Preferiblemente los codigos
de barras moleculares son diferentes entre si. Por ejemplo, los c6digos de barras moleculares pueden tener una
diferencia entre ellos que se puede caracterizar por una distancia de edicién predeterminada o una distancia de
Hamming. En algunos casos, los codigos de barras moleculares de la presente tienen una distancia de edicién
minimade 1, 2, 3,4, 5, 6,7, 8,9, 6 10. Para mejorar mas la eficiencia de la conversion (por ejemplo, etiquetado) de
moléculas no etiquetadas a moléculas etiquetadas, una preferiblemente utiliza etiquetas cortas. Por ejemplo, en
algunas realizaciones, una etiqueta de adaptador de biblioteca puede tener una longitud de hasta 65, 60, 55, 50, 45,
40, o 35 bases de nucledtidos. Una coleccién de dichos codigos de barras de bibliotecas cortos incluye
preferiblemente un nimero de cédigos de barras moleculares diferentes, por ejemplo, por lo menos 2, 4, 6, 8, 10, 12,
14, 16, 18, 6 20 cddigos de barras diferentes con una distancia de edicion minima de 1, 2, 3 0 mas.

Por tanto, una coleccion de moléculas puede incluir una o mas etiquetas. En algunos casos, algunas
moléculas en una coleccién pueden incluir una etiqueta de identificacion ("identificador") como un cédigo de barras
molecular que no es compartido por ninguna otra molécula en la coleccién. Por ejemplo, en algunos casos de una
coleccién de moléculas, por lo menos el 50%, por lo menos el 51%, por lo menos el 52%, por lo menos el 53%, por
lo menos el 54%, por lo menos el 55%, por lo menos el 56%, por lo menos el 57 %, por lo menos el 58%, por lo
menos el 59%, por lo menos el 60%, por lo menos el 61%, por lo menos el 62%, por lo menos el 63%, por |0 menos
el 64%, por lo menos el 65%, por lo menos el 66%, por lo menos el 67 %, por lo menos el 68%, por lo menos el 69%,
por lo menos el 70%, por lo menos el 71%, por lo menos el 72%, por lo menos el 73%, por lo menos el 74%, por lo
menos el 75%, por lo menos el 76%, por lo menos el 77 %, por lo menos el 78%, por lo menos el 79%, por |0 menos
el 80%, por lo menos el 81%, por lo menos el 82%, por o menos el 83%, por lo menos el 84%, por lo menos el 85%,
por lo menos el 86%, por lo menos el 87 %, por lo menos el 88%, por lo menos el 89%, por lo menos el 90%, por lo
menos el 91%, por lo menos el 92%, por lo menos el 93%, por lo menos el 94%, por 1o menos el 95%, por lo menos
el 96%, por lo menos el 97%, por lo menos el 98%, por lo menos el 99% o el 100% de las moléculas de la coleccién
pueden incluir un identificador o cédigo de barras molecular que no es compartido por ninguna otra molécula en la
coleccién. Como se usa en la presente, se considera que una coleccién de moléculas esta "etiquetada de manera
Unica" si cada una de por lo menos el 95% de las moléculas en la coleccién lleva un identificador que no se
comparte por ninguna otra molécula en la coleccion ("etiqueta Unica" o "identificador Unico"). Una coleccion de
moléculas se considera "etiquetada de manera no Unica" si cada una de por lo menos el 1%, por lo menos el 5%, por
lo menos el 10%, por lo menos el 15%, por lo menos el 20%, por lo menos el 25% , por lo menos el 30%, por lo
menos el 35%, por lo menos el 40%, por lo menos el 45%, o por lo menos o aproximadamente el 50% de las
moléculas en la coleccion lleva una etiqueta identificadora o un cédigo de barras molecular que es compartido por lo
menos por otra molécula en la coleccién ("etiqueta no Unica" o "identificador no Unico"). Por consiguiente, en una
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poblacién etiquetada de manera no Unica, no mas del 1% de las moléculas estan etiquetadas de manera unica. Por
ejemplo, en una poblacién etiquetada de manera no Unica, no mas del 1%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%,
40%, 45%, 0 50% de las moléculas pueden ser etiquetadas de manera Unica.

Se pueden usar un nimero de etiquetas diferentes en base al nimero estimado de moléculas en una
muestra. En algunos métodos de etiquetado, el nimero de etiquetas diferentes puede ser por lo menos el mismo
que el numero estimado de moléculas en la muestra. En otros métodos de etiquetado, el nimero de etiquetas
diferentes puede ser de por lo menos dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, cien o mil veces mas
que el numero estimado de moléculas en la muestra. En etiquetado Unico, pueden usarse por lo menos dos veces (0
mas) mas etiquetas diferentes que el nimero estimado de moléculas en la muestra.

Las moléculas en la muestra pueden estar etiquetadas de manera no Unica. En tales casos, se usa un
niamero menor de etiquetas o codigos de barras moleculares que el nimero de moléculas en la muestra a ser
etiquetada. Por ejemplo, no se utilizan mas de 100, 50, 40, 30, 20 6 10 etiquetas Unicas o codigos de barras
moleculares para etiquetar una muestra compleja como una muestra de ADN libre de células con muchos mas
fragmentos diferentes.

El polinucleétido a ser etiquetado puede fragmentarse, ya sea de manera natural o usando otros enfoques,
como, por ejemplo, cizallamiento. Los polinucleétidos pueden fragmentarse mediante ciertos métodos, incluyendo
pero no limitados a, cizallamiento mecanico, pasar la muestra a través de una jeringuilla, sonicacion, tratamiento
térmico (por ejemplo, durante 30 minutos a 90° C) y/o tratamiento con nucleasa (por ejemplo, usando DNasa,
RNasa, endonucleasa, exonucleasa, y/o enzima de restriccion).

Los fragmentos de polinucleétidos (antes del etiquetado) pueden comprender secuencias de cualquier
longitud. Por ejemplo, los fragmentos de polinucleétidos (antes del etiquetado) pueden comprender por lo menos 50,
55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 105, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 145, 150, 155, 160, 165, 170, 175,
180, 185, 190, 195, 200, 205, 210, 215, 220, 225, 230, 235, 240, 245, 250, 255, 260, 265, 270, 275, 280, 285, 290,
295, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1100, 1200, 1300, 1400, 1500, 1600, 1700, 1800, 1900 , 2000 0 mas
nucleétidos de longitud. El fragmento de polinucleétido es preferiblemente de aproximadamente la longitud media del
ADN libre de células. Por ejemplo, los fragmentos de polinucleétidos pueden comprender aproximadamente 160
bases de longitud. El fragmento de polinucleétidos también puede fragmentarse de un fragmento mas grande en
fragmentos mas pequefios de aproximadamente 160 bases de longitud.

Los polinucledtidos etiquetados pueden comprender secuencias asociadas con el cancer. Las secuencias
asociadas con el cancer pueden comprender variacién de nucleétido unico (SNV), variacion del niumero de copias
(CNV), inserciones, deleciones y/o reordenamientos.

Los polinucleétidos pueden comprender secuencias asociadas con el cancer, como leucemia linfoblastica
aguda (ALL), leucemia mieloide aguda (AML), carcinoma adrenocortical, sarcoma de Kaposi, cancer anal, carcinoma
de células basales, cancer de vias biliares, cancer de vejiga, cancer de hueso, osteosarcoma, histiocitoma fibroso
maligno, glioma de tronco encefalico, cancer de cerebro, craneofaringioma, ependimoblastoma, ependimoma,
meduloblastoma, meduloepitelioma, tumor del parénquima pineal, cancer de mama, tumor bronquial, linfoma de
Burkitt, linfoma no de Hodgkin, tumor carcinoide, cancer cervical, cordoma, leucemia linfocitica cronica (CLL),
leucemia mielégena cronica (CML), cancer de colon, cancer colorrectal, linfoma de células T cuténeo, carcinoma
ductal in situ, cancer de endometrio, cancer de eséfago, sarcoma de Ewing, cancer de ojo, melanoma intraocular,
retinoblastoma, histiocitoma fibroso, cancer de vesicula biliar, cancer gastrico, glioma, leucemia de células pilosas,
cancer de cabeza y cuello, cancer de corazén, cancer hepatocelular (de higado), linfoma de Hodgkin, cancer de
hipofaringe, cancer de rifidén, cancer de laringe, cancer de labios, cancer de cavidad oral, cancer de pulmén,
carcinoma de células no pequefias, carcinoma de células pequefias, melanoma, cancer de boca, sindromes
mielodisplasicos, mieloma multiple, meduloblastoma, cancer de cavidad nasal, cancer de seno paranasal,
neuroblastoma, cancer nasofaringeo, cancer oral, cancer orofaringeo, osteosarcoma, cancer de ovario, cancer de
pancreas, papilomatosis, paraganglioma, cancer paratiroideo, cancer de pene, cancer de faringe, tumor pituitario,
neoplasia de células plasmaticas, cancer de préstata, cancer rectal, cancer de células renales, rabdomiosarcoma ,
cancer de glandula salival, sindrome de Sezary, cancer de piel, no melanoma, cancer de intestino delgado, sarcoma
de tejidos blandos, carcinoma de células escamosas, cancer testicular, cancer de garganta, timoma, cancer de
tiroides, cancer de uretra, cancer uterino, sarcoma uterino, cancer vaginal, cancer de vulva, macroglobulinemia de
Waldenstrom y/o tumor de Wilms.

Un equivalente de genoma humano haploide tiene aproximadamente 3 picogramos de ADN. Una muestra
de aproximadamente 1 microgramo de ADN contiene aproximadamente 300.000 equivalentes de genoma humano
haploide. Se pueden lograr mejoras en la secuenciacion siempre que por lo menos algunos de los polinucleétidos
duplicados o afines tengan identificadores Unicos entre si, es decir, que lleven etiquetas diferentes. Sin embargo, en
ciertas realizaciones, el nimero de etiquetas usadas se selecciona de manera que haya por lo menos un 95% de
posibilidades de que todas las moléculas duplicadas que comienzan en cualquier posicién lleven identificadores
unicos. Por ejemplo, en una muestra que comprende aproximadamente 10.000 equivalentes de genoma humano
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haploide de ADN gendmico fragmentado, por ejemplo, ADNc, se espera que z esté entre 2 y 8. Dicha poblacion
puede etiquetarse con entre aproximadamente 10 y 100 identificadores diferentes, por ejemplo, aproximadamente 2
identificadores, aproximadamente 4 identificadores, aproximadamente 9 identificadores, aproximadamente 16
identificadores, aproximadamente 25 identificadores, aproximadamente 36 identificadores diferentes,
aproximadamente 49 identificadores diferentes, aproximadamente 64identificadores diferentes, aproximadamente 81
identificadores diferentes, o aproximadamente 100 identificadores diferentes.

Los codigos de barras de acidos nucleicos que tienen secuencias identificables que incluyen codigos de
barras moleculares, pueden usarse para etiquetar. Por ejemplo, una pluralidad de cédigos de barras de ADN puede
comprender varios numeros de secuencias de nucleétidos. Pueden usarse una pluralidad de cédigos de barras de
ADN que tienen 2, 3,4, 5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 0
mas secuencias identificables de nucleotidos. Cuando se une a un Unico extremo de un polinucleétido, la pluralidad
de cadigos de barras de ADN puede producir 2, 3, 4, 5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 o mas identificadores diferentes. Alternativamente, cuando se unen a ambos extremos
de un polinucleétido, la pluralidad de codigos de barras de ADN puede producir 4, 9, 16, 25, 36, 49, 64, 81, 100, 121,
144, 169, 196, 225, 256, 289, 324, 361, 400 o mas identificadores diferentes (que es "2 de cuando el cédigo de
barras de ADN esta unido a sélo 1 extremo de un polinucle6tido). En un ejemplo, se puede usar una pluralidad de
codigos de barras de ADN que tienen 6, 7, 8, 9 6 10 secuencias identificables de nuclettidos. Cuando se unen a
ambos extremos de un polinucleétido, producen 36, 49, 64, 81 6 100 posibles identificadores diferentes,
respectivamente. En un ejemplo particular, la pluralidad de cédigos de barras de ADN puede comprender 8
secuencias identificables de nucleétidos. Cuando se une a un solo extremo de un polinucleétido, la pluralidad de
codigos de barras de ADN puede producir 8 identificadores diferentes. Alternativamente, cuando se unen a ambos
extremos de un polinucledtido, la pluralidad de cdédigos de barras de ADN puede producir 64 identificadores
diferentes. Las muestras etiquetadas de esta manera pueden ser aquellas con un intervalo de aproximadamente 10
ng a cualquiera de aproximadamente 100 ng, aproximadamente 1 ug, aproximadamente 10 yg de polinucleétidos
fragmentados, por ejemplo, ADN gendmico, por ejemplo, ADNCcf.

Un polinucleétido puede identificarse de manera Gnica de varias maneras. Un polinucleétido puede
identificarse de manera Unica mediante un cddigo de barras de ADN Unico. Por ejemplo, dos polinucleétidos
cualquiera en una muestra estd unidos a dos codigos de barras de ADN diferentes. Alternativamente, un
polinucleétido puede identificarse de manera Unica mediante la combinacion de un codigo de barras de ADN y una o
mas secuencias enddgenas del polinucleétido. Por ejemplo, dos polinucleétidos cualquiera en una muestra puede
estar unidos al mismo cédigo de barras de ADN, pero los dos polinucleétidos pueden identificarse todavia mediante
diferentes secuencias enddgenas. La secuencia endogena puede estar en un extremo de un polinucleétido. Por
ejemplo, la secuencia endbégena puede ser adyacente (por ejemplo, base entre) al codigo de barras de ADN
unido. En algunos casos, la secuencia endégena puede ser de por lo menos 2, 4, 6, 8, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80,
90, 6 100 bases de longitud. Preferiblemente, la secuencia enddégena es una secuencia terminal del
fragmento/polinucleétidos a ser analizados. La secuencia endogena puede ser la longitud de la secuencia. Por
ejemplo, una pluralidad de codigos de barras de ADN que comprenden 8 cédigos de barras de ADN diferentes
puede unirse a ambos extremos de cada polinucleétido en una muestra. Cada polinucleétido en la muestra puede
identificarse mediante la combinacién de cédigos de barras de ADN y una secuencia endégena de aproximadamente
10 pares de bases en un extremo del polinucleétido. Sin estar limitados por la teoria, la secuencia enddgena de un
polinucleétido también puede ser la secuencia completa del polinucleétido.

También se divulgan en la presente composiciones de polinucleétidos etiquetados. El polinucleétido
etiguetado puede ser de cadena sencilla. Alternativamente, el polinucleétido etiquetado puede ser de cadena doble
(por ejemplo, polinucleétidos etiquetados duplex). Por consiguiente, esta divulgacién también proporciona
composiciones de polinucleétidos etiquetados duplex. Los polinucleétidos pueden comprender cualquier tipo de
acidos nucleicos (ADN y/o ARN). Los polinucle6tidos comprenden cualquier tipo de ADN divulgado en la
presente. Por ejemplo, los polinucleétidos pueden comprender ADN, por ejemplo, ADN fragmentado o ADNcf. Un
conjunto de polinucleétidos en la composicién que mapean una posicion base mapeable en un genoma puede
etiquetarse de manera no Unica, es decir, el nimero de identificadores diferentes puede ser por lo menos 2 o inferior
al nimero de polinucleétidos que mapean la posicion base mapeable. El nimero de identificadores diferentes puede
ser por lo menos 3, 4, 5, 6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 y menos que el
numero de polinucleétidos que mapean la posicion base mapeable.

En algunos casos, como una composicion va de aproximadamente 1 ng a aproximadamente 10 ug o mas,
se puede usar un conjunto mas grande de cddigos de barras moleculares diferentes. Por ejemplo, se pueden usar
entre 5y 100 adaptadores de bibliotecas diferentes para etiquetar polinucleétidos en una muestra de ADNcf.

Los sistemas y métodos descritos en la presente pueden usarse en aplicaciones que implican la asignacion
de codigos de barras moleculares. Los cédigos de barras moleculares pueden asignarse a cualquier tipo de
polinucleétido divulgado. Por ejemplo, los cédigos de barras moleculares pueden asignarse a polinucleétidos libres
de células (por ejemplo, ADNcfs). A menudo, un identificador divulgado en la presente puede ser un oligonucleétido
de codigo de barras que se usa para etiquetar el polinucleétido. El identificador de cédigo de barras puede ser un
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oligonucledtido de acido nucleico (por ejemplo, un oligonucleétido de ADN). El identificador de cddigo de barras
puede ser de cadena sencilla. Alternativamente, el identificador de cddigo de barras puede ser de cadena doble. El
identificador de codigo de barras puede unirse a polinucleétidos usando cualquier método divulgado en la
presente. Por ejemplo, el identificador de cédigo de barras puede unirse al polinucleétido por ligacion usando un
enzima. El identificador de cédigo de barras también puede incorporarse en el polinucleétido mediante PCR. En
otros casos, la reaccion puede comprender la adicion de un isétopo de metal, ya sea directamente al analito o
mediante una sonda etiquetada con el isétopo. Generalmente, la asignacion de identificadores Unicos o no Unicos o
codigos de barras moleculares en las reacciones de esta divulgacion puede seguir métodos y sistemas descritos por,
por ejemplo, las solicitudes de patente U.S 2001/0053519, 2003/0152490, y la patente U.S N® 6.582.908.

Los identificadores o cédigos de barras moleculares usados en la presente pueden ser completamente
enddgenos por lo que se puede realizar la ligaciéon circular de fragmentos individuales seguido por cizallamiento
aleatorio o amplificacion dirigida. En este caso, la combinaciéon de un nuevo punto de inicio y de finalizacién de la
molécula y el punto de ligacién intramolecular original puede formar un identificador especifico.

Los identificadores o cédigos de barras moleculares usados en la presente pueden comprender cualquier
tipo de oligonucleétidos. En algunos casos, los identificadores pueden ser oligonucledtidos de secuencia
predeterminados, aleatorios 0 semi-aleatorios. Los identificadores pueden ser cédigos de barras. Por ejemplo, se
puede usar una pluralidad de codigos de barras de modo que los cédigos de barras no sean necesariamente Unicos
entre si en la pluralidad. Alternativamente, puede usarse una pluralidad de cédigos de barras de manera que cada
codigo de barras sea Unico para cualquier otro cédigo de barras en la pluralidad. Los cédigos de barras pueden
comprender secuencias especificas (por ejemplo, secuencias predeterminadas) que pueden rastrearse
individualmente. Ademas, los cédigos de barras pueden unirse (por ejemplo, por ligacién) a moléculas individuales
de manera que la combinacion del codigo de barras y la secuencia a la que se puede ligar crea una secuencia
especifica que puede rastrearse individualmente. Como se describe en la presente, la deteccién de cédigos de
barras en combinacion con datos de secuencia de las partes inicial (inicio) y/o final (finalizacién) de lecturas de
secuencia puede permitir la asignacion de una identidad Unica a una molécula particular. La longitud o el nimero de
pares de bases de una lectura de secuencia individual también puede usarse para asignar una identidad Unica a
dicha molécula. Como se describe en la presente, los fragmentos de una cadena individual de acido nucleico a la
que se ha asignado una identidad Unica, pueden permitir de ese modo la identificacion posterior de los fragmentos
de la cadena inicial. De esta forma, los polinucleétidos en la muestra pueden etiquetarse de manera Unica o
sustancialmente Unica. Una etiqueta duplex puede incluir una secuencia de nucleétidos degenerada o semi-
degenerada, por ejemplo, una secuencia degenerada aleatoria. La secuencia de nuclebtidos puede comprender
cualquier numero de nucleétidos. Por ejemplo, la secuencia de nucleétidos puede comprender 1 (si se usa un
nucleétido no natural), 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50 0 mas nucleétidos. En un ejemplo
particular, la secuencia puede comprender 7 nucleotidos. En otro ejemplo, la secuencia puede comprender 8
nucleétidos. La secuencia también puede comprender 9 nucleétidos. La secuencia puede comprender 10
nucledtidos.

Un cédigo de barras puede comprender secuencias contiguas o no contiguas. Un cédigo de barras que
comprende por lo menos 1, 2, 3, 4, 5 0 méas nucle6tidos es una secuencia contigua 0 una secuencia no contigua. si
los 4 nucledtidos no estan interrumpidos por ningun otro nucleétido. Por ejemplo, si un cédigo de barras comprende
la secuencia TTGC, un cédigo de barras es contiguo si el cddigo de barras es TTGC. Por otro lado, un cédigo de
barras es no contiguo si el cédigo de barras es TTXGC, donde X es una base de acido nucleico.

Un identificador o cédigo de barras molecular puede tener una secuencia n-mer que puede ser de 2, 3, 4, 5,
6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14,15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37,
38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50 o mas nucledtidos de longitud. Una etiqueta en la presente puede
comprender cualquier intervalo de nucleétidos de longitud. Por ejemplo, la secuencia puede ser der entre 2 a 100, 10
a 90, 20 a 80, 30 a 70, 40 a 60 o aproximadamente 50 nucle6tidos de longitud.

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

C. Adaptadores
Se puede sintetizar una biblioteca de moléculas de polinucleétidos para su uso en la secuenciacion. Por

ejemplo, puede hacerse una biblioteca de polinucleétidos que comprende una pluralidad de moléculas de
polinucleétidos que son cada uno menores de o iguales a 100, 90, 80, 70, 60, 50, 45, 40 o 35 bases de acidos
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nucleicos (o nucleétidos) de longitud. Una pluralidad de moléculas de polinucleétidos puede ser cada una menor o
igual a 35 bases de acido nucleico de longitud. Una pluralidad de moléculas de polinucleétidos puede ser cada una
menor o igual que 30 bases de acidos nucleicos de longitud. Una pluralidad de las moléculas de polinucleétidos
también puede ser inferior o igual a 250, 200, 150, 100 6 50 bases de acidos nucleicos. Adicionalmente, la pluralidad
de moléculas de polinucleétidos también puede ser inferior o igual a 100, 99, 98, 97, 96, 95, 94, 93, 92, 91, 90, 89,
88, 87, 86, 85, 84, 83, 82, 81, 80, 79, 78, 77, 76, 75, 74, 73, 72, 71, 70, 69, 68, 67, 66, 65, 64, 63, 62, 61, 60, 59, 58,
57, 56, 55, 54, 53, 52, 51, 50, 49, 48, 47, 46, 45, 44, 43, 42, 41, 40, 39, 38, 37, 36, 35, 34, 33, 32, 31, 30, 29, 28, 27,
26, 25, 24, 23, 22, 21,20, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11, 6 10 bases de acidos nucleicos.

Una biblioteca de polinucleétidos que comprende una pluralidad de moléculas de polinucleétidos también
puede tener secuencias de cédigos de barras moleculares distintas (unas respecto a las otras) (o coédigos de barras
moleculares) con respecto a por lo menos 4 bases de acidos nucleicos. Una secuencia de codigo de barras
molecular (también "cddigo de barras" o "identificador") es una secuencia de nucleétidos que distingue a un
polinucleétido de otro. En otras realizaciones, las moléculas de polinucleétidos también pueden tener diferentes
secuencias de codigos de barras con respecto a 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50 0 mas
bases de &cido nucleico.

Una biblioteca de polinucleétidos que comprende una pluralidad de moléculas de polinucleétidos también
puede tener una pluralidad de secuencias de cédigos de barras diferentes. Por ejemplo, una pluralidad de moléculas
de polinucleétidos puede tener por lo menos 4 secuencias de codigos de barras moleculares diferentes. En algunos
casos, la pluralidad de moléculas de polinucleétidos tiene de 2-100, 4-50, 4-30, 4-20 o 4-10 secuencias de codigos
de barras moleculares diferentes. La pluralidad de moléculas de polinucleétidos también puede tener otros intervalos
de diferentes secuencias de cédigos de barras, como, 1-4, 2-5, 3-6, 4-7, 5-8, 6-9, 7-10, 8-11, 9-12, 10-13, 11-14, 12-
15, 13-16, 14-17, 15-18, 16-19, 17-20, 18-21, 19-22, 20-23, 21-24, o 22-25 secuencias de codigos de barras
diferentes. En otros casos, una pluralidad de moléculas de polinucleétidos puede tener por lo menos 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38,
39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69,
70, 71,72,73,74,75,76, 77,78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, ¢
100 secuencias de cédigos de barras diferentes mas. En un ejemplo particular, la pluralidad de adaptadores de
bibliotecas comprende por lo menos 8 secuencias diferentes.

La localizacién de las diferentes secuencias de codigos de barras puede variar dentro de la pluralidad de
polinucleétidos. Por ejemplo, las diferentes secuencias de cédigos de barras pueden estar dentro de 20, 15, 10, 9, 8,
7,6,5, 4,3, 62 bases de acidos nucleicos de un extremo terminal de una respectiva de la pluralidad de moléculas
de polinucledtidos. En un ejemplo, una pluralidad de moléculas de polinucleétidos tiene secuencias de codigos de
barras distintas que estan dentro de 10 bases de &cidos nucleicos desde el extremo terminal. En otro ejemplo, una
pluralidad de moléculas de polinucleétidos tiene secuencias de cédigos de barras distintas que estan dentro de 5 6 1
bases de acidos nucleicos desde el extremo terminal. En otros casos, las secuencias de cddigos de barras distintas
pueden estar en el extremo terminal de una respectiva de la pluralidad de moléculas de polinucleétidos. Otras
variaciones incluyen que las distintas secuencias de codigos de barras moleculares puedan estar dentro de 2, 3, 4,
5,6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36,
37, 38, 39, 6 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66,
67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97,
98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120,
121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 141, 142, 143,
144, 145, 146, 147, 148, 149, 150, 151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161, 162, 163, 164, 165, 166,
167, 168, 169, 170, 171, 172, 173, 174, 175, 176, 177, 178, 179, 180, 181, 182, 183, 184, 185, 186, 187, 188, 189,
190, 191, 192, 193, 194, 195, 196, 197, 198, 199, 200, o mas bases de acidos nucleicos de un extremo terminal de
una respectiva de la pluralidad de moléculas de polinucleétidos.

El extremo terminal de la pluralidad de moléculas de polinucleétidos puede adaptarse para ligacion a una
molécula de acido nucleico objetivo. Por ejemplo, el extremo del terminal puede ser un extremo romo. En algunos
otros casos, el extremo terminal esta adaptado para hibridacion con una secuencia complementaria de una molécula
de &cido nucleico objetivos.

Una biblioteca de polinucleétidos que comprende una pluralidad de moléculas de polinucleétidos puede
tener también una distancia de edicion de por lo menos 1. En algunos casos, la distancia de edicién es con respecto
a bases individuales de la pluralidad de moléculas de polinucleétidos. En otros casos, la pluralidad de moléculas de
polinucleétidos puede tener una distancia de edicion de por lo menos 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46,
47, 48, 49, 50 o mas. La distancia de edicion puede ser una distancia de Hamming.

En algunos casos, la pluralidad de polinucledtidos no contiene adaptadores de secuenciacion. Un
adaptador de secuencia puede ser un polinucleétido que comprende una secuencia que hibrida con uno o mas
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adaptadores de secuenciacion o cebadores. Un adaptador de secuenciacién puede comprender ademas una
secuencia que hibrida con un soporte sélido, por ejemplo, una secuencia de células de flujo. El término "secuencia
de células de flujo" y sus equivalentes gramaticales como se usa en la presente, se refiere a una secuencia que
permite la hibridacién a un sustrato, por ejemplo, por medio de un cebador unido al sustrato. El sustrato puede ser
una perla o una superficie plana. En algunas realizaciones, una secuencia de células de flujo puede permitir que un
polinucleétido se una a una célula de flujo o superficie (por ejemplo, superficie de una perla, por ejemplo, una célula
de flujo lllumina).

Cuando una pluralidad de moléculas de polinucleétidos no contiene adaptadores de secuenciaciéon o
cebadores, cada molécula de polinucleétidos de la pluralidad no contiene una secuencia de &cido nucleico u otra
fraccion que esta adaptada para permitir la secuenciacion de una molécula de acido nucleico objetivo con un
enfoque de secuenciaciéon dado, como lllumina, SOLID, Pacific Biosciences, GeneReader, Oxford Nanopore,
Complete Genomics, Gnu-Bio, lon Torrent, Oxford Nanopore o Genia. En algunos ejemplos, cuando una pluralidad
de moléculas de polinucleétidos no contiene adaptadores de secuenciacion o cebadores, la pluralidad de moléculas
de polinucledtidos no contiene secuencias de células de flujo. Por ejemplo, la pluralidad de moléculas de
polinucleétidos no se puede enlazar con las células de flujo, como se usa en secuenciadores de células de flujo
lllumina. Sin embargo, estas secuencias de células de flujo, si se desea, pueden ahnadirse a la pluralidad de
moléculas de polinucledtidos por métodos como amplificacion por PCR o ligacion. En este punto, se pueden usar
secuenciadores de células de flujo lllumina. Alternativamente, cuando la pluralidad de moléculas de polinucleétidos
no contiene adaptadores de secuenciacion o cebadores, la pluralidad de moléculas de polinucleétidos no contiene
adaptadores con forma de horquilla o adaptadores para generar giros de horquilla en una molécula de acido nucleico
objetivo, como los adaptadores Pacific Bioscience SMRTbell™. Sin embargo, estos adaptadores con forma de
horquilla, si se desea, pueden afiadirse a la pluralidad de moléculas de polinucleétidos por métodos como
amplificacion por PCR o ligacion. La pluralidad de moléculas de polinucle6tidos puede ser circular o lineal.

Una pluralidad de moléculas de polinucleé6tidos puede ser de cadena doble. En algunos casos, la pluralidad
de moléculas de polinucleétidos puede ser de cadena sencilla, o puede comprender regiones hibridadas y no
hibridadas. Una pluralidad de moléculas de polinucleétidos puede ser moléculas de polinucleétidos no naturales.

Los adaptadores pueden ser moléculas de polinuclettidos. Las moléculas de polinucleétidos pueden tener
forma de Y, forma de burbuja o forma de horquilla. Un adaptador de horquilla puede contener un sitio(s) de
restriccion o una base que contiene uracilo. Los adaptadores pueden comprender una parte complementaria y una
parte no complementaria. La parte no complementaria puede tener una distancia de edicion (por ejemplo, distancia
de Hamming). Por ejemplo, la distancia de ediciéon puede ser de por lo menos 1, por lo menos 2, por lo menos 3, por
lo menos 4, por lo menos 5, por lo menos 6, por lo menos 7, por lo menos 8, por lo menos 9, por lo menos 10, por lo
menos 11, por lo menos 12, por lo menos 13, por lo menos 14, por lo menos 15, por lo menos 16, por lo menos 17,
por lo menos 18, por lo menos 19, por lo menos 20, por lo menos 21, por lo menos 22, por lo menos 23, por lo
menos 24, por lo menos 25, por lo menos 26, por lo menos 27, por lo menos 28, por lo menos 29 o por lo menos 30.
La parte complementaria del adaptador puede comprender secuencias que se seleccionan para permitir y/o
promover la ligaciéon con un polinucle6tido, por ejemplo, una secuencia para permitir y/o promover la ligaciéon con un
polinucleétido a un rendimiento alto.

Una pluralidad de las moléculas de polinucleétidos como se divulgan en la presente puede purificarse. En
algunos casos, una pluralidad de moléculas de polinucleétidos como se divulgan en la presente pueden ser
moléculas de polinucleétidos aisladas. En otros casos, una pluralidad de moléculas de polinucleétidos como se
divulgan en la presente pueden ser moléculas de polinucleétidos purificadas y aisladas.

En ciertos aspectos, cada una de la pluralidad de moléculas de polinucleotidos tiene forma de Y o forma de
horquilla. Cada una de la pluralidad de las moléculas de polinucleétidos puede comprender un cddigo de barras
diferente. El codigo de barras diferente puede ser un aleatorizador en la parte complementaria (por ejemplo, parte de
cadena doble) del adaptador con forma de Y o con forma de horquilla. Alternativamente, el cédigo de barras
diferente puede estar en una cadena de la parte no complementaria (por ejemplo, uno de los brazos con forma de
Y). Como se ha tratado anteriormente, el codigo de barras diferente puede ser por lo menos de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 , 21, 22, 23, 24, 25 0 mas (o cualquier longitud como se describe a lo
largo de la presente) bases de acidos nucleicos, por ejemplo, 7 bases. El cddigo de barras puede ser secuencias
contiguas o no contiguas, como se describe anteriormente. La pluralidad de moléculas de polinucleétidos es de 10
bases de acidos nucleicos a 35 bases de acidos nucleicos (o0 cualquier longitud como se describe anteriormente) de
longitud. Ademas, la pluralidad de moléculas de polinucleétidos puede comprender una distancia de ediciéon (como
se ha descrito anteriormente), que es una distancia de Hamming. Una pluralidad de moléculas de polinucleétidos
puede tener secuencias de codigos de barras distintas que estan dentro de 10 bases de acidos nucleicos desde el
extremo terminal.

En otro aspecto, una pluralidad de moléculas de polinucleétidos pueden ser adaptadores de

secuenciacion. Un adaptador de secuenciacion puede comprender una secuencia que hibrida con uno o mas
cebadores de secuenciacion. Un adaptador de secuenciacién puede comprender ademds una secuencia que
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hibrida con un soporte sélido, por ejemplo, una secuencia de células de flujo. Por ejemplo, un adaptador de
secuencia puede ser un adaptador de células de flujo. Los adaptadores de secuenciaciéon pueden unirse a uno o a
ambos extremos de un fragmento de polinucleétido. En otro ejemplo, un adaptador de secuenciacién puede tener
forma de horquilla. Por ejemplo, el adaptador con forma de horquilla puede comprender una parte de cadena doble
complementaria y una parte de giro, donde la parte de cadena doble puede unirse (por ejemplo, ligarse) a un
polinucleétido de cadena doble. Los adaptadores de secuenciacion con forma de horquilla pueden unirse a ambos
extremos de un fragmento de polinucledtido para generar una molécula circular, que puede secuenciarse multiples
veces. Un adaptador de secuenciaciéon puede ser de hasta 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55,
56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86,
87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, o mas bases de extremo a extremo. Por ejemplo, un adaptador
de secuenciacion puede ser de hasta 70 bases de extremo a extremo. El adaptador de secuenciacion puede
comprender de 20-30, 20-40, 30-50, 30-60, 40-60, 40-70, 50-60, 50-70, bases de extremo a extremo. En un ejemplo
particular, el adaptador de secuenciacién puede comprender de 20-30 bases de extremo a extremo. En otro ejemplo,
el adaptador de secuenciacién puede comprender de 50-60 bases de extremo a extremo. Un adaptador de
secuencia puede comprender uno o mas cédigos de barras. Por ejemplo, un adaptador de secuencia puede
comprender un cddigo de barras de muestra. El cédigo de barras de muestra puede comprender una secuencia
predeterminada. Los c6digos de barras de muestra pueden usarse para identificar la fuente de los polinucleétidos. El
codigo de barras de muestra puede ser de por lo menos 1, 2, 3, 4,5,6,7,8,9, 10,11, 12,13, 14, 15,16, 17, 18, 19,
20, 21, 2, 23, 24, 25 o mas (o cualquier longitud como se describe a lo largo de) bases de acidos nucleicos, por
ejemplo, por lo menos 8 bases. El cédigo de barras puede ser de secuencias contiguas o no contiguas, como se ha
descrito con anterioridad.

La pluralidad de moléculas de polinucleétidos como se describe en la presente puede usarse como
adaptadores. Los adaptadores pueden comprender uno o mas identificadores. Un adaptador puede comprender un
identificador con una secuencia aleatoria. Alternativamente, un adaptador puede comprender un identificador con
secuencias predeterminadas. Algunos adaptadores pueden comprender un identificador con una secuencia aleatoria
y otro identificador con una secuencia predeterminada. Los adaptadores que comprenden identificadores pueden ser
adaptadores de cadena doble o adaptadores de cadena sencilla. Los adaptadores que comprenden identificadores
pueden ser adaptadores con forma de Y. Un adaptador con forma de Y puede comprender uno o mas identificadores
con una secuencia aleatoria. El uno o mas identificadores pueden estar en la parte hibrida y/o en la parte no
hibridada del adaptador con forma de Y. Un adaptador con forma de Y puede comprender uno o mas identificadores
con una secuencia predeterminada. El uno o mas identificadores con secuencia predeterminada puede estar en la
parte hibridada y/o en la parte no hibridada del adaptador con forma de Y. Un adaptador con forma de Y puede
comprender uno o mas identificadores con una secuencia aleatoria y uno o mas identificadores con una secuencia
predeterminada. Por ejemplo, el uno o mas identificadores con una secuencia aleatoria puede estar en la parte
hibridada del adaptador con forma de Y y/o la parte no hibridada del adaptador con forma de Y. El uno o mas
identificadores con una secuencia predeterminada puede estar en la parte hibridada del adaptador con forma de Y
y/o la parte no hibridada del adaptador con forma de Y. En un ejemplo particular, un adaptador con forma de Y
puede comprender un identificador con una secuencia aleatoria en su parte hibridada y un identificador con una
secuencia predeterminada en su parte no hibridada. Los identificadores pueden ser de cualquier longitud descrita en
la presente. Por ejemplo, un adaptador con forma de Y puede comprender un identificador con una secuencia
aleatoria de 7 nuclettidos en su parte hibridada y un identificador con una secuencia predeterminada de 8
nucleétidos en su parte no hibridada.

Un adaptador puede incluir una parte de cadena doble con un cédigo de barras molecular y por lo menos
una o dos partes de cadena sencilla. Por ejemplo, el adaptador puede tener forma de Y e incluir una parte de cadena
doble y dos partes de cadena sencilla. Las partes de cadena sencilla pueden incluir secuencias que no son
complementarias entre si.

El adaptador puede incluir un extremo terminal que tiene una secuencia que se selecciona para permitir que
el adaptador sea ligue eficientemente (por ejemplo, con una eficiencia de por lo menos aproximadamente el 20%,
30%, 40%, 50%) o se acople de otra manera a un polinuclettido. En algunos ejemplos, los nucleétidos terminales en
una parte de cadena doble de un adaptador se seleccionan de una combinaciéon de purinas y pirimidinas para
proporcionar una ligacién eficiente.

En algunos ejemplos, un conjunto de adaptadores de bibliotecas comprende una pluralidad de moléculas
de polinucleétidos (adaptadores de biblioteca) con cédigos de barras moleculares. Los adaptadores de biblioteca son
menores o iguales a 80, 70, 60, 50, 45 o 40 bases de nucleétidos de longitud. Los cédigos de barras moleculares
pueden ser de por lo menos 4 bases de nucleétidos de longitud, pero pueden ser de 4 a 20 bases de nucleétidos de
longitud. Los coédigos de barras moleculares pueden ser diferentes entre si y tener una distancia de edicion de por lo
menos 1, 2, 3, 4 0 5 entre uno y otro. Los codigos de barras moleculares estan localizados por lo menos 1, 2, 3, 4,
5, 10 o 20 bases de nucledtidos alejadas desde un extremo terminal de sus respectivos adaptadores de
biblioteca. En algunos casos, la por lo menos una base terminal es idéntica en todos los adaptadores de bibliotecas.

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2822 125713

Los adaptadores de biblioteca pueden ser idénticos pero para los codigos de barras moleculares. Por
ejemplo, los adaptadores de biblioteca pueden tener secuencias idénticas pero difieren solo con respecto a las
secuencias de nucleotidos de los cédigos de barras moleculares.

Cada uno de los adaptadores de bibliotecas puede tener una parte de cadena doble y por lo menos una
parte de cadena sencilla. Por "parte de cadena sencilla" se entiende un area de no complementariedad o un
saliente. En algunos casos, cada uno de los adaptadores de biblioteca tiene una parte de cadena doble y dos partes
de cadena sencilla. La parte de cadena doble puede tener un cédigo de barras molecular. En algunos casos, el
codigo de barras molecular es un aleatorizador. Cada uno de los adaptadores de biblioteca puede incluir ademas un
codigo de barras de identificacién de cadenas en una parte de cadena sencilla. El cédigo de barras de identificacion
de cadenas puede incluir por lo menos 4 bases de nucleétidos, en algunos casos de 4 a 20 bases de nucle6tidos.

En algunos ejemplos, cada uno de los adaptadores de bibliotecas tiene una parte de cadena doble con un
codigo de barras molecular y dos partes de cadena sencilla. Las partes de cadena sencilla pueden no hibridar entre
si. Las partes de cadena sencilla pueden no ser completamente complementarias entre si.

Los adaptadores de bibliotecas pueden tener una secuencia de nucleétidos terminales en una parte de
cadena doble que son los mismos. La secuencia de nucleétidos terminales puede ser de por lo menos 2, 3, 4,5 6 6
bases de nucledtidos de longitud. Por ejemplo, una cadena de una parte de cadena doble del adaptador de
bibliotecas puede tener la secuencia ACTT, TCGC o TACC en el extremo terminal, mientras que la otra cadena
puede tener una secuencia complementaria. En algunos casos, dicha secuencia se selecciona para optimizar la
eficiencia a la que los adaptadores de las bibliotecas se unen a los polinucleétidos objetivo. Dichas secuencias
pueden seleccionarse para optimizar una interaccion de enlace entre los extremos de los adaptadores de bibliotecas
y los polinucledétidos objetivo.

En algunos casos, ninguno de los adaptadores de bibliotecas contiene un motivo de identificacion de
muestras (o0 codigo de barras molecular de muestras). Dicho motivo de identificacibn de muestras puede
proporcionarse a través de adaptadores de secuenciacion. Un motivo de identificacion de muestras puede incluir un
secuenciador de por lo menos 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 20, 30, 6 40 bases de nucleétidos que permite la identificacion de
moléculas de polinucleétidos de una muestra dada a partir de moléculas de polinucleétidos de otras muestras. Por
ejemplo, esto puede permitir que se secuencien moléculas de polinucleétidos de dos sujetos en el mismo conjunto y
se identifiquen posteriormente las lecturas de secuencia para los sujetos.

Un motivo secuenciador incluye la secuencia(s) de nucle6tidos necesarias para acoplar un adaptador de
bibliotecas a un sistema de secuenciacion y secuenciar un polinucleétido objetivo acoplado al adaptador de
bibliotecas. El motivo secuenciador puede incluir una secuencia que es complementaria a una secuencia de células
de flujo y una secuencia (secuencia de iniciacién de secuenciacidén) que puede hibridarse selectivamente a un
cebador (0 secuencia de cebado) para su uso en la secuenciacion. Por ejemplo, dicha secuencia de inicio de
secuenciacion puede ser complementaria a un cebador que se emplea para su uso en secuencia por sintesis (por
ejemplo, lllumina). Dicho cebador puede ser incluido en un adaptador de secuenciacién. Una secuencia de iniciacion
de secuenciacion puede ser un sitio de hibridacién de cebador.

En algunos casos, ninguno de los adaptadores de bibliotecas contiene un motivo secuenciador completo.
Los adaptadores de bibliotecas pueden contener motivos secuenciadores parciales o nulos. En algunos casos, los
adaptadores de bibliotecas incluyen una secuencia de iniciacion de la secuenciacion. Los adaptadores de bibliotecas
pueden incluir una secuencia de iniciacién de la secuenciacion pero no secuencia de células de flujo. La secuencia
de iniciacion de la secuenciacion puede ser complementaria a un cebador para la secuenciacion. El cebador puede
ser un cebador especifico de la secuencia o un cebador universal. Tales secuencias de iniciacion de la
secuenciacion pueden situarse en partes de cadena sencilla de los adaptadores de bibliotecas. Como alternativa,
tales secuencias de iniciacion de la secuenciacion pueden ser sitios de cebado (por ejemplo, acodamientos o
muescas) para permitir que una polimerasa se acople con los adaptadores de bibliotecas durante la secuenciacion.

En algunos casos, se proporcionan motivos secuenciadores parciales o completos mediante adaptadores
de secuenciacion. Un adaptador de secuenciacién puede incluir un cédigo de barras molecular de muestra y un
motivo secuenciador. Los adaptadores de secuenciacion pueden proporcionarse en un conjunto que esta separado
de los adaptadores de bibliotecas. Los adaptadores de secuenciacién en un conjunto dado pueden ser idénticos - es
decir, contienen el mismo cédigo de barras de muestra y motivo del secuenciador.

Los adaptadores de secuenciacion pueden incluir motivos de identificacion de muestras y motivos
secuenciadores. Los motivos secuenciadores pueden incluir cebadores que son complementarios a una secuencia
de iniciacion de secuenciacion. En algunos casos, los motivos del secuenciador también incluyen secuencias de
células de flujo u otras secuencias que permiten que un polinucleétido se configure o disponga de una manera que
permita que el polinucleétido sea secuenciado por un secuenciador.

Los adaptadores de bibliotecas y los adaptadores de secuenciacion pueden ser cada uno adaptadores
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parciales, es decir, contienen parte pero no todas las secuencias necesarias para permitir la secuenciaciéon mediante
una plataforma de secuenciacion. Juntos proporcionan adaptadores completos. Por ejemplo, los adaptadores de
bibliotecas pueden incluir motivos secuenciadores parciales o nulos, pero tales motivos secuenciadores se
proporcionan mediante adaptadores de secuenciacion.

Las FIGs. 9A-9C ilustran esquematicamente un método para etiquetar una molécula de polinucleétido
objetivo con adaptadores de bibliotecas. La FIG. 9A muestra un adaptador de bibliotecas como un adaptador parcial
que contiene un sitio de hibridacion del cebador en una de las cadenas y un codigo de barras molecular hacia otro
extremo. El sitio de hibridacién del cebador puede ser una secuencia de inicio de secuenciacion para la
secuenciacion posterior. El adaptador de bibliotecas es menor o igual a 80 bases de nucledtidos de longitud. En la
FIG. 9B, los adaptadores de bibliotecas se ligan en ambos extremos de la molécula de polinucleétidos objetivo para
proporcionar una molécula de polinucleétido objetivo etiquetada. La molécula de polinucleétidos objetivo etiquetada
puede someterse a amplificacion de acidos nucleicos para generar copias del objetivo. Después, en la FIG. 9C, se
proporcionan adaptadores de secuenciacién que contienen motivos secuenciadores y se hibridan con la molécula de
polinucleétidos objetivo etiquetada. Los adaptadores de secuenciacion contienen motivos de identificacion de
muestras. Los adaptadores de secuenciacién pueden contener secuencias para permitir la secuenciacion del
objetivo etiquetado con un secuenciador dado.

D. Secuenciacion

Los polinucleétidos etiquetados pueden secuenciarse para generar lecturas de secuencia (por ejemplo,
como se muestra en el paso (106), FIG. 1). Por ejemplo, puede secuenciarse un polinucleétido daplex
etiquetado. Las lecturas de secuencia pueden generarse a partir de solo una cadena de un polinucleétido duplex
etiquetado. Alternativamente, ambas cadenas de un polinucleétido duplex etiquetado pueden generar lecturas de
secuencia. Las dos cadenas del polinucle6tido duplex etiquetado pueden comprender las mismas etiquetas.
Alternativamente, las dos cadenas del polinucleétido duplex etiquetado pueden comprender diferentes
etiquetas. Cuando las dos cadenas del polinucle6tido duplex etiquetado se etiquetan de manera diferente, las
lecturas de secuencia generadas de una cadena (por ejemplo, una cadena de Watson) pueden distinguirse de las
lecturas de secuencia generadas otras cadenas (por ejemplo, una cadena de Crick). La secuenciacién puede
implicar la generacion de multiples lecturas de secuencia para cada molécula. Esto tiene lugar, por ejemplo, como
resultado de la amplificacion de cadenas de polinucleétidos individuales durante el proceso de secuenciacién, por
ejemplo, por PCR.

Los métodos descritos en la presente pueden comprender amplificacion de polinucleétidos. La amplificacion
de polinucleétidos puede dar como resultado la incorporacién de nucleétidos en una molécula de acido nucleico o
cebador formando de este modo una nueva molécula de acido nucleico complementaria a un acido nucleico
plantilla. La molécula de polinucleétidos recién formada y su plantilla pueden usarse como plantillas para sintetizar
polinucleétidos adicionales. Los polinucleétidos que se estan amplificando pueden ser cualquier acido nucleico, por
ejemplo, &cidos desoxirribonucleicos, incluyendo ADN gendmicos, ADNcs (ADN complementario), ADNcfs, y ADNs
tumorales circulantes (ADNcts). Los polinucleétidos que se estan amplificando también pueden ser ARNs. Como se
usa en la presente, una reaccidon de amplificacion puede comprender muchas rondas de replicacion de ADN. Las
reacciones de amplificacion de ADN pueden incluir, por ejemplo, reaccién en cadena de polimerasa (PCR). Una
reaccion de PCR puede comprender 2-100 "ciclos" de desnaturalizacion, apareamiento, y sintesis de una molécula
de ADN. Por ejemplo, se pueden realizar 2-7, 5-10, 6-11, 7-12, 8-13, 9-14, 10-15, 11-16, 12-17, 13-18, 14-19, 6 15-
20 ciclos durante el paso de amplificacion. La condicién de la PCR se puede optimizar en funcién del contenido de
GC de las secuencias, incluidos los cebadores.

Las técnicas de amplificacién de acidos nucleicos pueden usarse con los ensayos descritos en la
presente. Algunas técnicas de amplificacion son metodologias de PCR que pueden incluir, pero no se limitan a, PCR
en solucion y PCR in situ. Por ejemplo, la amplificacion puede comprender una amplificacién basada en
PCR. Alternativamente, la amplificacién puede comprender una amplificacién no basada en PCR. La amplificacion
del acido nucleico plantilla puede comprender el uso de una o mas polimerasas. Por ejemplo, la polimerasa puede
ser una ADN polimerasa o una ARN polimerasa. En algunos casos, la amplificacion de alta fidelidad se realiza como
con el uso de polimerasa de alta fidelidad (por ejemplo, ADN Polimerasa Phusion® High-Fidelity) o protocolos de
PCR. En algunos casos, la polimerasa puede ser una polimerasa de alta fidelidad. Por ejemplo, la polimerasa puede
ser ADN polimerasa KAPA HiFi. La polimerasa también puede ser ADN polimerasa Phusion. La polimerasa puede
usarse bajo condiciones de reaccidén que reducen o minimizan los sesgos de la amplificacién, por ejemplo, debido a
la longitud del fragmento, contenido de GC, etc.

La amplificacién de una Unica cadena de un polinucleétido por PCR generara copias tanto de esa cadena
como de su complemento. Durante la secuenciacion, tanto la cadena como su complemento generaran lecturas de
secuencia. Sin embargo, las lecturas de secuencia generadas del complemento de, por ejemplo, la cadena de
Watson, pueden identificarse como tales ya que llevan el complemento de la parte de la etiqueta duplex que etiquetd
la cadena de Watson original. Por el contrario, una lectura de secuencia generada a partir de una cadena de Crick o
su producto de amplificacién llevara la parte de la etiqueta duplex que etiquet6 la cadena original de Crick. De esta
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manera, una lectura de secuencia generada de un producto amplificado de un complemento de la cadena de Watson
puede distinguirse de una lectura de secuencia del complemento generada de un producto de amplificacion de la
cadena de Crick de la molécula original.

Todos los polinucledtidos amplificados pueden enviarse a un dispositivo de secuenciacion para
secuenciacion. Alternativamente, un muestreo, o subconjunto, de todos los polinucleétidos amplificados se envia a
un dispositivo de secuenciacion para secuenciaciéon. Con respecto a cualquier polinucleétido de cadena doble
original, puede haber tres resultados con respecto a la secuenciacion. Primero, las lecturas de secuencia pueden
generarse a partir de ambas cadenas complementarias de la molécula original (es decir, de tanto la cadena de
Watson como de la cadena de Crick). Segundo, las lecturas de secuencia pueden generarse a partir de solo una de
las dos cadenas complementarias (es decir, o de la cadena de Watson o de la cadena de Crick, pero no de
ambas). Tercero, no se puede generar lectura de secuencia a partir de ninguna de las dos cadenas
complementarias. Por consiguiente, contar las lecturas de secuencia Unicas que mapean un locus genético
subestimara el nimero de polinucleétidos de cadena doble en el mapeo de muestra original al locus. En la presente,
se describen métodos para estimar los polinucleétidos no vistos y no contados.

El método de secuenciacion puede ser una secuenciacion masivamente paralela, es decir, secuenciacion
simultanea (o en rapida sucesion) de por lo menos 100, 1000, 10.000, 100.000, 1 millén, 10 millones, 100 millones o
1 billbn de moléculas de polinucleétidos. Los métodos de secuenciacion pueden incluir, pero no estan limitados a:
secuenciacion de alto rendimiento, pirosecuenciacion, secuenciacion por sintesis, secuenciacién de moléculas
individuales, secuenciacion de nanoporos, secuenciacion de semiconductores, secuenciacién por ligacién,
secuenciacion por hibridacion, RNA-Seq (lllumina), Expresion Génica Digitaln (Helicos), secuenciacion de préxima
generacién, Secuenciacion de Moléculas Individuales por Sintesis (SMSS) (Helicos), secuenciacién masivamente
paralela, Matriz de Moléculas Individuales Clonales (Solexa), secuenciaciéon shotgun, Secuenciaciéon de Maxam-
Gilbert o Sanger, paseo con cebadores, secuenciacién usando plataformas PacBio, SOLID, lon Torrent o Nanopore
y cualquier otro método de secuenciacion conocido en la técnica.

Por ejemplo, pueden amplificarse polinucleétidos etiquetados diplex mediante, por ejemplo, PCR (ver, por
ejemplo, FIG. 4A los polinucleétidos marcados duplex se denominan mm' y nn'). En la Fig. 4A, la cadena del
polinucleétido duplex que incluye la secuencia m lleva etiquetas de secuencia w e y, mientras que la cadena del
polinucleétido duplex que incluye la secuencia m ' lleva etiquetas de secuencia x y z. De manera similar, la cadena
del polinucleétido duplex que incluye la secuencia n lleva etiquetas de secuencia a y ¢, mientras que la cadena del
polinucleétido duplex que incluye la secuencia n 'lleva etiquetas de secuencia b y d. Durante la amplificacion, cada
cadena produce ella misma y su secuencia complementaria. Sin embargo, por ejemplo, una progenie de
amplificacion de la cadena original m que incluye la secuencia complementaria, m ', es distinguible de una progenie
de amplificacion de la cadena original m' ya que la progenie de la cadena original m tendra la secuencia 5-y’'m'w’-3’
y la progenie de la cadena m' original una cadena tendra la secuencia 5-zm’x-3’.La FIG. 4B muestra la
amplificacion con mas detalle. Durante la amplificacion, pueden introducirse errores en la progenie de amplificacion,
representados por puntos. La progenie de la aplicacién se muestrea para secuenciacién, de modo que no todas las
cadenas producen lecturas de secuencia, 0 que da como resultado las lecturas de secuencia indicadas. Como las
lecturas de secuencia pueden venir de cualquiera de una cadena o su complemento, ambas secuencias y
secuencias de complemento se incluirdn en el conjunto de lecturas de secuencia. Debe observarse que es posible
que un polinucleétido lleve la misma etiqueta en cada extremo. Por tanto, para una etiqueta "a" y un polinucleétido
"m", una primera cadena podria etiquetarse a-m-a', y el complemento podria etiquetarse a-m'-a.

E. Determinacion de lecturas de secuencia de consenso

Los métodos divulgados en la presente pueden comprender determinar lecturas de secuencia de consenso
en lecturas de secuencia (por ejemplo, como se muestra en el paso (108), FIG. 1), como por reducciéon o
redundancia de rastreo. La secuenciacion de polinucledtidos amplificados puede producir lecturas de los varios
productos de amplificacién del mismo polinucleétido original, referidas como "lecturas redundantes". Identificando
lecturas redundantes, se pueden determinar moléculas Unicas en la muestra original. Si las moléculas en una
muestra estan etiquetadas de forma Unica, las lecturas generadas a partir de la amplificacion de una unica molécula
original individual pueden identificar en base a su distinto coédigo de barras. Ignorando los cédigos de barras, las
lecturas de moléculas originales Unicas pueden determinarse en base a las secuencias al principio y al final de una
lectura, opcionalmente en combinacién con la longitud de la lectura. En ciertos casos, sin embargo, se puede
esperar que una muestra tenga una pluralidad de moléculas originales que tienen las mismas secuencias de inicio
finalizacion y la misma longitud. Sin cédigos de barras, estas moléculas son dificiles de distinguir entre si. Sin
embargo, si una coleccién de polinucleétidos no esta etiquetada de forma Unica (es decir, una molécula original
comparte el mismo identificador con por lo menos otra molécula original), combinar la informacién de un codigo de
barras con la secuencia de inicio/finalizacién y/o la longitud de polinucleétido aumenta significativamente la
probabilidad de que cualquier lectura de secuencia pueda rastrearse de vuelta a un polinucleétido original. Esto se
debe a que, en parte, incluso sin un etiquetado Unico, es improbable que dos polinucleétidos originales que tiene la
misma secuencia de inicio/finalizacion y longitud también se etiqueten con el mismo identificador.
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F. Colapso

El colapso permite la reduccién del ruido (es decir, el fondo) que se genera en cada paso del proceso. Los
métodos divulgados en la presente pueden comprender colapsar, por ejemplo, generar una secuencia consenso
comparando multiples lecturas de secuencia. Por ejemplo, las lecturas de secuencia generadas a partir de un Unico
polinucleétido original pueden usarse para generar una secuencia de consenso de ese polinucleétido original. Las
rondas iterativas de amplificacion pueden introducir errores en los polinucleétidos de la progenie. También, la
secuenciacion puede no realizarse tipicamente con fidelidad perfecta por lo que también se introducen errores de
secuenciacion en esta etapa. Sin embargo, la comparacion de lecturas de secuencia de moléculas derivadas de una
Unica molécula original, incluyendo las que tienen variantes de secuencia, puede analizarse para determinar la
secuencia original, o "de consenso". Esto se puede hacer filogenéticamente. Las secuencias de consenso pueden
generarse a partir de familias de lecturas de secuencia por cualquiera de una variedad de métodos. Dichos métodos
incluyen, por ejemplo, métodos lineales o no lineales para construir secuencias de consenso (como votacion (por
ejemplo, votacién sesgada), promedio, estadistica, maxima a posteriori o deteccion de probabilidad maxima,
programacién dinamica, Bayesiano, Markov oculto o métodos de maquina con vector de soporte, etc.) derivados de
la teoria de la comunicacion digital, la teoria de la informacion o la bioinformatica. Por ejemplo, si todas o la mayoria
de las lecturas de secuencia que se remontan a una molécula original llevan la misma variante de secuencia, esa
variante probablemente existia en la molécula original. Por otro lado, si existe una variante de secuencia en un
subconjunto de lecturas de secuencia redundante, esa variante puede haberse introducido durante la
amplificacion/secuenciacion y representa un artefacto que no existe en el original. Ademas, si solo las lecturas de
secuencia derivadas de la cadena de Watson o Crick de un polinucleétido original contienen la variante, la variante
puede haberse introducido por dafio de un solo lado de ADN, error de PCR de primer ciclo o mediante
polinucleétidos contaminantes que se amplificaron a partir de una muestra diferente.

Después de que los fragmentos se han amplificado y las secuencias de los fragmentos amplificados se han
leido y alineado, los fragmentos se someten a una tipificacion de base, por ejemplo, determinando para cada locus el
nucleétido mas probable. Sin embargo, variaciones en el nimero de fragmentos amplificados y fragmentos
amplificados no vistos (por ejemplo, aquellos que no se han leido sus secuencias;las razones podrian ser
demasiadas como errores de amplificacién, errores de secuencia de lectura, demasiado largos, demasiado cortos,
estar troceado, etc.) pueden introducir errores en las tipificaciones base. Si hay demasiados fragmentos amplificados
no vistos con respecto a los fragmentos amplificados vistos (fragmentos amplificados que realmente se leen), la
fiabilidad de las tipificaciones base puede disminuirse.

Por lo tanto, en la presente, se divulga un método para corregir el nimero de fragmentos no vistos en
tipificaciones base. Por ejemplo, cuando la base llama al locus A (un locus arbitrario), primero se asume que hay N
fragmentos amplificados. Las lecturas de secuencia pueden venir de dos tipos de fragmentos: fragmentos de cadena
doble y fragmentos de cadena sencilla. Por lo tanto, asignamos N1, N2 y N3 como los numeros de cadenas dobles,
cadenas sencillas y fragmentos no vistos, respectivamente. Por lo tanto, N=N1+N2+N3 (N1 y N2 son conocidos de
las lecturas de secuencia, y N y N3 son desconocidos). Si la férmula se resuelve para N (o N3), entonces se
deducira N3 (o N).

Se usa probabilidad para estimar N. Por ejemplo, asignamos "p" a la probabilidad de haber detectado (o
haber leido) un nucleétido del locus A en una lectura de secuencia de una_cadena sencilla.

Para lecturas de secuencia de cadenas dobles, la tipificacion de nucleétidos desde un fragmento
amplificado de cadena doble tiene una probabilidad de p * p = p"2, viendo que todas las cadenas dobles N1 tienen la
siguiente ecuacion: N1=N*(p"2).

Para lecturas de secuencia de cadena sencilla. Asumiendo que se ve uno de las 2 cadenas, y la otra no se
ve, la probabilidad de ver una cadena es "p", pero la probabilidad de perder la otra cadena es (1-p). Ademas, al no
distinguir la fuente de cadena sencilla del cebador 5 y la fuente del cebador 3, hay un factor de 2. Por lo tanto, la
tipificacion de nucleétidos de un fragmento amplificado de cadena sencilla tiene una probabilidad 2XpX(1-p). Por
tanto, el ver todas las cadenas sencillas N2, tiene la ecuacion siguiente: N2 = Nx2xpx(1-p).

"p" también es desconocido. Para resolver p, se usa la relacién de N1 a N2 para resolver para "p":
N1 Np2  p2 p
N2 2Np(1-p) 2p(1—p) 2(1-p)

Una vez que se encuentra "p", se puede encontrar N. Después de que se encuentra N, se puede encontrar
N3 = N-N1--N2.

Ademas la proporcion de cadenas emparejadas frente a cadenas desemparejadas (que es una medida
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post- colapso), hay informacioén util en la profundidad de lectura pre-colapso en cada locus. Esta informacion puede
usarse para mejorar adicionalmente la tipificacién para el recuento total de moléculas y/o aumentar la confianza de
las variantes de tipificacion.

Por ejemplo, la FIG. 4C demuestra lecturas de secuencia corregidas para secuencias complementarias. Las
secuencias generadas a partir de una cadena de Watson original o una cadena de Crick original pueden
diferenciarse en base a sus etiquetas duplex. Las secuencias generadas a partir de la misma cadena original
pueden agruparse. El examen de las secuencias puede permitir inferir la secuencia de la cadena original (la
"secuencia de consenso"). En este caso, por ejemplo, la variante de la secuencia en la molécula nn' se incluye en la
secuencia de consenso porque se incluyé en cada secuencia leida mientras que otras variantes se ve que son
errores parasitos. Después de colapsar las secuencias, las parejas de polinucleétidos originales se pueden
identificar en base a sus secuencias complementarias y etiquetas duplex.

La FIG. 5 demuestra confianza aumentada en la deteccién de variantes de secuencia emparejando lecturas
de las cadenas de Watson y Crick. La secuencia nn' puede incluir una variante de secuencia indicada por un
punto. En algunos casos, la secuencia pp' no incluye una variante de secuencia. La amplificacion, secuenciacion,
reduccion de redundancia y emparejamiento pueden dar como resultado tanto cadenas de Watson como de Crick de
la misma molécula original incluyendo la variante de secuencia. Por el contrario, como resultado de errores
introducidos durante la amplificacion y el muestreo durante la secuenciacion, la secuencia de consenso de la cadena
p de Watson puede contener una variante de secuencia, mientras que la secuencia de consenso de la cadena p de
Crick no lo hace. Es menos probable que la amplificacion y la secuenciacién introduzcan la misma variante en
ambas cadenas (secuencia nn ') de un duplex que en una cadena (secuencia pp'). Por lo tanto, es mas probable que
la variante en la secuencia pp 'sea un artefacto, y es mas probable que la variante en la secuencia nn' exista en la
molécula original.

Los métodos divulgados en la presente pueden usarse para corregir errores resultado de experimentos, por
ejemplo, PCR, amplificacion y/o secuenciacion. Por ejemplo, dicho método puede comprender unir uno o mas
adaptadores de cadena doble a ambos extremos de un polinucleétido de cadena doble, proporcionando de este
modo un polinucledtido de cadena doble etiquetado; amplificar el polinucleétido etiquetado de cadena
doble; secuenciar ambas cadenas del polinucleétido etiquetado; comparar la secuencia de una cadena con su
complemento para determinar cualquier error introducido durante la secuenciacion; y corregir errores en la secuencia
en base a (d). Los adaptadores usados en este método pueden ser cualquier adaptador divulgado en la presente,
por ejemplo, adaptadores con forma de Y. El adaptador puede comprender cualquier codigo de barras (por ejemplo,
codigos de barras distintos) divulgados en la presente.

G. Mapeo

Las lecturas de secuencia o las secuencias consenso pueden mapearse para uno o mas loci genéticos
seleccionados (por ejemplo, como se muestra en el paso (110), FIG. 1). Un locus genético puede ser, por ejemplo,
una posicion de nucleotido especifica en el genoma, una secuencia de nucleétidos (por ejemplo, un marco de lectura
abierto), un fragmento de un cromosoma, un cromosoma completo, 0 un genoma completo. Un locus genético puede
ser un locus polimorfico. El locus polimérfico puede ser un locus en el que existe una variacion de secuencia en la
poblacién y/o existe en un sujeto y/o una muestra. Un locus polimoérfico puede generarse mediante dos o mas
secuencias distintas que coexisten en la misma localizacion del genoma. Las distintas secuencias pueden diferir
entre si por una o mas sustituciones de nucleétidos, una delecién/insercién y/o una duplicacién de cualquier nimero
de nucleétidos, generalmente un nimero relativamente pequefio de nucleétidos, como menos de 50, 45, 40, 35, 30,
25,24, 23,22, 21,20,19, 18,17, 16, 15, 14, 13,12, 11,10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 6 1 nucleodtido(s), entre otros. Puede
crearse un locus polimérfico mediante una Unica posicién de nucleétido que varia dentro de la poblacién, por
ejemplo, una variacion de nucleétido tnico (SNV) o un polimorfismo de nucle6tido tnico (SNP).

Un genoma de referencia para mapear puede incluir el genoma de cualquier especie de interés. Las
secuencias del genoma humano utiles como referencias pueden incluir el ensamblaje hg19 o cualquier ensamblaje
hg anterior o disponible. Dichas secuencias pueden interrogarse usando el navegador de genoma disponible en
genome.ucsc.edu/index.html. Otras especies de genomas incluyen, por ejemplo, PanTro2 (chimpancé) y mm9
(raton).

En los métodos divulgados en la presente, el colapso puede realizarse antes o después del mapeo. En
algunos aspectos, el colapso puede realizarse antes del mapeo. Por ejemplo, las lecturas de secuencia pueden
agruparse en familias en base a sus etiquetas y una o0 mas secuencias enddgenas, sin tener en cuenta dénde se lee
el mapa en el genoma. Entonces, los miembros de una familia pueden colapsarse en una secuencia de
consenso. La secuencia de consenso puede generarse usando cualquier método de colapso descrito en la
presente. Entonces la secuencia de consenso puede mapearse a localizaciones en el genoma. Las lecturas
mapeadas a un locus pueden cuantificarse (por ejemplo, contarse). También puede determinarse el porcentaje de
lecturas que llevan una mutacion en un locus. Alternativamente, el colapso puede realizarse después del mapeo. Por
ejemplo, todas las lecturas pueden mapearse primero al genoma. Luego las lecturas pueden agruparse en familias
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en base a sus etiquetas y una 0 mas secuencias endoégenas. Como las lecturas se han mapeado al genoma, se
pueden determinar las bases de consenso para cada familia en cada locus. En otros aspectos, se puede generar
una secuencia de consenso para una cadena de una molécula de ADN (por ejemplo, para una cadena de Watson o
una cadena de Crick). El mapeo puede realizarse antes o después de que se determine la secuencia de consenso
para una cadena de la molécula de ADN. Se puede determinar el nimero de dobletes y singletes. Estos nimeros
pueden usarse para calcular moléculas no visibles. Por ejemplo, las moléculas no visibles pueden calcularse usando
la ecuacion siguiente: N=D+S+U; D=Np(2), S=N2pq, donde p=1-q, donde p es la probabilidad de ver;q es la
probabilidad de perder una cadena.

H. Agrupamiento

Los métodos divulgados en la presente también pueden comprender lecturas de secuencia de
agrupamiento. Las lecturas de secuencia se pueden agrupar en base a varios tipos de secuencias, por ejemplo,
secuencias de una etiqueta de oligonucleétido (por ejemplo, un coédigo de barras), secuencia de fragmentos de
polinucleétido, o cualquier combinacién. Por ejemplo, como se muestra en el paso (112) (FIG. 1), las lecturas de
secuencia pueden agruparse como sigue: Lecturas de secuencia generadas a partir de una cadena de "Watson" y
las generadas a partir de una cadena de "Crick" de un polinucleétido de cadena doble en la muestra son
identificables en base a las etiquetas duplex que llevan. De esta manera, una lectura de secuencia o secuencia de
consenso de una cadena de Watson de un polinucledtido duplex puede emparejarse con una lectura de secuencia o
lectura de consenso de su cadena complementaria de Crick. Las lecturas de secuencia emparejadas se conocen
como "Par".

Las lecturas de secuencia para las cuales no se puede encontrar lectura de secuencia correspondiente a
una cadena complementaria entre las lecturas de secuencia se denominan "Singletes".

Los polinucle6tidos de cadena doble para los que no se ha generado una lectura de secuencia para
ninguna de las dos cadenas complementarias se denominan moléculas "invisibles".

I. Cuantificacion

Los métodos divulgados en la presente también comprenden cuantificar lecturas de secuencia. Por
ejemplo, como se muestra en el paso (114) (FIG. 1), se cuantifican, Pares y Singletes que mapean para un locus
genético seleccionado, o0 a cada uno de una pluralidad de loci genéticos seleccionados, por ejemplo, contados.

La cuantificacion puede comprender estimar el nimero de polinucleétidos en la muestra (por ejemplo, pares
de polinucledtidos, Singletes de polinucleétidos o polinucleétidos no vistos). Por ejemplo, como se muestra en el
paso (116) (FIG. 1), se estima el nimero de polinucledtidos de cadena doble en la muestra para la que no se
generaron lecturas de secuencia (polinucleotidos "no vistos"). La probabilidad de que un polinucleétido de cadena
doble no genere lecturas de secuencia puede determinarse en base al numero relativo de Pares y Singletes en
cualquier locus. Usando esta probabilidad, se puede estimar el nimero de polinucleétidos no vistos.

En el paso (118), una estimacion del nimero total de polinucleétidos de cadena doble en una muestra que
mapea para un locus seleccionado es la suma del nimero de Pares, el nimero de Singletes y el niumero de
moléculas no vistas que mapean para el locus.

El nimero de moléculas originales no vistas en una muestra puede estimarse en base al numero relativo de
Pares y Singletes (FIG. 2). Con referencia a la FIG. 2, como ejemplo, se registran los recuentos para un locus
gendmico particular, Locus A, donde 1000 moléculas estdn emparejadas y 1000 moléculas estan
desemparejadas. Asumiendo una probabilidad uniforme, p, para que una cadena de Watson o Crick individual pueda
pasar el proceso posterior a la conversién, se puede calcular la proporcién de moléculas que no logran pasar por el
proceso (no visibles) como sigue: Sea R = proporcién de moléculas emparejadas a no emparejadas = 1, entonces
R=1=p?/(2p(1-p)). Esto implica que p=2/3 y que la cantidad de moléculas perdidas es igual a (1-p)?>=1/9. Por tanto, en
este ejemplo, aproximadamente el 11% de las moléculas convertidas se pierden y nunca se detectan. Considerando
otro locus gendmico, Locus B, en la misma muestra donde 1440 moléculas estdn emparejadas y 720 estan
desemparejadas. Usando el mismo método, podemos inferir que el nimero de moléculas que se pierden es solo el
4%. Comparando las dos areas, se puede suponer que el Locus A tenia 2000 moléculas Unicas en comparaciéon con
2160 moléculas en el Locus B - una diferencia de casi el 8%. Sin embargo, afiadiendo correctamente en las
moléculas perdidas en cada region, concluimos que hay 2000/(8/9)=2250 moléculas en el Locus A y 2160/.96=2250
moléculas en el Locus B. Por tanto, los recuentos en ambas regiones son realmente iguales. Esta correccion y, por
tanto una sensibilidad mucho mayor puede alcanzarse convirtiendo las moléculas de acidos nucleicos de cadena
doble originales y manteniendo un seguimiento bioinformatico de todas las que estan emparejadas y
desemparejadas al final del proceso. De manera similar, puede usarse el mismo procedimiento para inferir
variaciones de numeros de copias verdaderas en regiones que parecen tener recuentos similares de moléculas
Unicas observadas. Al tomar en consideracion el nimero de moléculas no visibles en las dos 0 mas regiones, se
vuelve aparente la variaciéon del nimero de copias.
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Adicionalmente a usar distribucion binomial, otros métodos para estimar el nimero de moléculas no vistas
incluyen distribuciones exponenciales, beta, gamma o empiricas basadas en la redundancia de lecturas de
secuencia observadas. En el ultimo caso, la distribucién de recuentos de lectura para moléculas emparejadas y
desemparejadas puede derivarse de dicha redundancia para inferir la distribuciéon subyacente de moléculas de
polinucleétidos originales en un locus particular. Esto puede llevar a menudo a una mejor estimacion del nimero de
moléculas no vistas.

J. Detecciéon de CNV

Los métodos divulgados en la presente también comprender detectar CNV. Por ejemplo, como se muestran
en el paso (120) (FIG. 1), una vez se ha determinado el nimero total de polinucleétidos que mapean para un locus,
este nimero puede usarse en métodos estandar de determinacion de CNV en el locus. Puede normalizarse una
medida cuantitativa frente a una estédndar. La estandar puede ser una cantidad de cualquier polinucleétido. En un
método, puede estandarizarse una medida cuantitativa en un locus de prueba frente a una medida cuantitativa de
polinucleétidos que mapean para un locus de control en el genoma, como den de nimero de copias conocidas. Las
medidas cuantitativas pueden compararse frente a la cantidad de acido nucleico en cualquier muestra divulgada en
la presente. Por ejemplo, en otro método, la medida cuantitativa puede compararse frente a la cantidad de acido
nucleico en la muestra original. Por ejemplo, si la muestra original contenia 10.000 equivalentes de genes haploides,
la medida cuantitativa puede compararse frente a una medida esperada para diploides. En otro método, la medida
cuantitativa puede normalizarse frente a una medida de una muestra de control, y pueden compararse medidas
normalizadas en diferentes loci.

En algunos casos, en los que se desea un analisis de la variacion del numero de copias, los datos de
secuencia pueden: 1) alinearse con un genoma de referencia; 2) filtrarse y mapearse; 3) particionarse en ventanas o
compartimentos de secuencia; 4) lecturas de cobertura contadas para cada ventana; 5) las lecturas de cobertura
pueden luego normalizarse usando un algoritmo de modelado estocéstico o estadistico; 6) y puede generarse un
archivo de salida que refleje los estados discretos de nimero de copias en varias posiciones en el genoma. En otros
casos, en los que se desea un andlisis de mutaciones raras, los datos de secuencia pueden 1) alinearse con un
genoma de referencia; 2) filtrarse y mapearse; 3) frecuencia de las bases de variantes calculada en base a lecturas
de cobertura para esa base especifica; 4) frecuencia de las bases variantes normalizada usando un algoritmo de
modelado estocastico, estadistico o probabilistico; 5) y puede generarse un archivo de salida que refleje los estados
de mutaciones en varias posiciones en el genoma.

Después de que se han determinado las proporciones de cobertura de lecturas de secuencia, se puede
aplicar opcionalmente un algoritmo de modelado estocastico para convertir las proporciones normalizadas para cada
region ventana en estados de ndmero de copias discretos. En algunos casos, este algoritmo puede comprender un
Modelo de Markov Oculto. En otros casos, el modelo estocastico puede comprender programaciéon dinamica,
maquina de vectores de soporte, modelado bayesiano, modelado probabilistico, decodificacion de enrejado,
decodificacion de Viterbi, maximizacion de expectativas, metodologias de filtrado de Kalman o redes neuronales.

Los métodos divulgados en la presente pueden comprender detectar SNVs, CNVs, inserciones, deleciones
y/o reordenamientos en una regién especifica en un genoma. La regiéon genémica especifica puede comprender una
secuencia en un gen, como ALK, APC, BRAF, CDKN2A, EGFR, ERBB2, FBXW7, KRAS, MYC, NOTCH1, NRAS,
PIK3CA, PTEN, RBI, TP53, MET, AR, ABL1, AKT1, ATM, CDH1, CSF1R, CTNNB1, ERBB4, EZH2, FGFR1, FGFR2,
FGFRS3, FLT3, GNA11, GNAQ, GNAS, HNF1A, HRAS, IDH1, IDH2, JAK2, JAK3, KDR, KIT, MLH1, MPL, NPM1,
PDGFRA, PROC, PTPN11, RET,SMAD4, SMARCB1, SMO, SRC, STK11, VHL, TERT, CCND1, CDK4, CDKN2B,
RAF1, BRCA1, CCND2, CDK6, NF1, TP53, ARID1A, BRCA2, CCNE1, ESR1, RIT1, GATA3, MAP2K1, RHEB,
ROS1, ARAF, MAP2K2, NFE2L2, RHOA, o NTRK1

En algunos casos, el método usa un panel que comprende exones de uno o mas genes. El panel puede
comprender también intrones de uno 0 mas genes. El panel también puede comprender exones e intrones de uno o
mas genes. El uno o0 mas genes pueden ser los divulgados. El panel puede comprender aproximadamente 80.000
bases que cubren un panel de genes. El panel puede comprender aproximadamente 1000, 2000, 3000, 4000, 5000,
10000, 15000, 20000, 25000, 30000, 35000, 40000, 45000, 50000, 55000, 60000, 65000, 70000, 75000, 80000,
85000, 90000, 95000, 100000, 105000, 110000, 115000, 120000, 125000, 0 mas bases.

En algunos aspectos, el nimero de copias de un gen puede reflejarse en la frecuencia de una forma
genética del gen en una muestra. Por ejemplo, en un individuo sano, no se refleja ninguna variacién del nimero de
copias en una variante en un gen en un cromosoma (por ejemplo, heterocigosidad) que se detecta en
aproximadamente el 50% de las moléculas detectadas en una muestra. También, en un individuo sano, la
duplicacién de un gen que lleva una variante puede reflejarse en la variante que se detecta en aproximadamente el
66% de las moléculas detectadas en una muestra. En consecuencia, si la carga tumoral en una muestra de ADN es
del 10%, la frecuencia de una mutacion somatica en un gen en un cromosoma de células cancerosas, sin CNV,
puede ser de aproximadamente el 5%. Lo contrario puede ser cierto en el caso de aneuploidia.
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Los métodos divulgados en la presente se pueden usar para determinar si es mas probable que una
variante de secuencia esté presente en el nivel de la linea germinal o sea el resultado de una mutacién celular
somatica, por ejemplo, en una célula cancerosa. Por ejemplo, una variante de secuencia en un gen detectado en
niveles posiblemente compatibles con la heterocigosidad en la linea germinal es mas probablemente que sea el
producto de una mutaciéon somatica si también se detecta CNV en ese gen. En algunos casos, en la medida en que
esperamos que una duplicacién génica en la linea germinal lleve una variante compatible con la dosis genética (por
ejemplo, 66% para trisomia en un locus), la amplificacion del gen de deteccidon con una dosis variante de secuencia
que se desvia significativamente de esta cantidad esperada indica es mas probable que la CNV se presente como
resultado de una mutacion de células somaticas.

Los métodos divulgados en la presente también pueden usarse para inferir la heterogeneidad tumoral en
una situacion en la que las variantes de secuencia en dos genes se detectan a diferentes frecuencias. Por ejemplo,
la heterogeneidad tumoral puede inferirse cuando se detectan dos genes a diferentes frecuencias, pero sus nimeros
de copias son relativamente iguales. Alternativamente, puede inferirse la homogeneidad del tumor cuando la
diferencia de frecuencia entre dos variantes de secuencia es consistente con la diferencia en el nimero de copias
para los dos genes. Por tanto, por ejemplo, si se detecta una variante de EGFR al 11% y se detecta una variante de
KRAS al 5% y no se detecta CNV en estos genes, la diferencia en la frecuencia es probable que refleje
heterogeneidad tumoral (por ejemplo, todas las células tumorales llevan un mutante EGFR y la mitad de las células
tumorales también llevan un mutante KRAS). Alternativamente, si el gen EGFR que lleva el mutante se detecta a 2
veces el nUmero de copias normal, una interpretacion es una poblacién homogénea de células tumorales, cada
célula llevando un mutante en los genes EGFR y KRASA, pero en la que el gen KRAS esta duplicado

En respuesta a quimioterapia, una forma de tumor dominante puede eventualmente ceder a través de la
seleccién darwiniana a células cancerosas que llevan mutantes que vuelven al cancer no sensible al régimen de
terapia. La aparicion de estos mutantes de resistencia puede retrasarse mediante los métodos de esta
divulgacion. En una realizacién de este método, un sujeto se somete a uno o mas ciclos de terapia pulsatil, cada
ciclo de terapia pulsatil comprendiendo un primer periodo durante el cual se administra un farmaco a una primera
cantidad y un segundo ciclo durante el cual el farmaco se administra a una segunda cantidad reducida. El primer
periodo puede caracterizarse por una carga tumoral detectada por encima de un primer nivel clinico. El segundo
periodo puede caracterizarse por una carga tumoral detectada por debajo de un segundo nivel clinico. El primer y
segundo niveles clinicos pueden ser diferentes en diferentes ciclos de terapia pulsatil. Por ejemplo, el primer nivel
clinico puede ser menor en ciclos sucesivos. Una pluralidad de ciclos puede incluir por lo menos 2, 3, 4,5,6,7,8 0
mas ciclos. Por ejemplo, el mutante BRAF V600E puede detectarse en polinucleétidos de una célula de enfermedad
en una cantidad que indica una carga tumoral del 5% en ADNCcf. La quimioterapia puede comenzar con
dabrafenib. Pruebas posteriores pueden mostrar que la cantidad del mutante BRAF en el ADNc desciende por
debajo del 0,5% o hasta niveles indetectables. En este punto, la terapia con dabrafenib puede detenerse o reducirse
significativamente. Pruebas posteriores adicionales pueden descubrir que el ADN que lleva la mutacion BRAF ha
aumentado al 2.5% de polinucleétidos en ADNCcf. En este punto, la terapia con dabrafenib puede reiniciarse, por
ejemplo, al mismo nivel que el tratamiento inicial. Pruebas posteriores pueden descubrir que el ADN que lleva la
mutacion BRAF ha disminuido al 0,5% de polinucleétidos en ADNcf. De nuevo, la terapia con dabrafenib puede
detenerse o reducirse. El ciclo puede repetirse una variedad de veces.

Una intervencién terapéutica también puede cambiarse tras la deteccién del aumento de una forma mutante
resistente a un farmaco original. Por ejemplo, los canceres con la mutacién EGFR L858R responden a terapia con
erlotinib. Sin embargo, los canceres con la mutacion EGFR T790M son resistentes al erlotinib. Sin embargo, son
sensibles a ruxolitinib. Un método de esta divulgacion implica monitorizar cambios en el perfil tumoral y cambiar una
intervencion terapéutica cuando una variante genética asociada con la resistencia a farmacos aumenta a un nivel
clinico predeterminado.

Los métodos divulgados pueden comprender un método de detectar la heterogeneidad de células de
enfermedad a partir de una muestra que comprende polinucleétidos de células somaticas y células de enfermedad,
el método comprendiendo: a) cuantificar polinucleétidos en la muestra que lleva una variante de secuencia en cada
uno de una pluralidad de loci genéticos; b) determinar la CNV en cada uno de la pluralidad de loci genéticos;
cantidades relativas diferentes de moléculas de enfermedad en un locus, donde la CNV indica una dosis genética de
un locus en los polinucledtidos de la célula de enfermedad; c) determinar una medida relativa de la cantidad de
polinucleétidos que llevan una variante de secuencia en un locus por dosis genética en el locus para cada uno de
una pluralidad de loci; y d) comparar las medidas relativas en cada uno de la pluralidad de loci, en donde diferentes
medidas relativas indican heterogeneidad tumoral. En los métodos divulgados en la presente, la dosis genética
puede determinarse en base a una molécula total. Por ejemplo, si hay IX moléculas totales en un primer locus y 1.2X
moléculas mapeadas a un segundo locus, entonces la dosis genética es 1.2. Las variantes en este locus pueden
dividirse por 1.2. En algunos aspectos, el método divulgado en la presente puede usarse para detectar cualquier
heterogeneidad de la célula de enfermedad, por ejemplo, heterogeneidad de la célula tumoral. Los métodos pueden
usarse para detectar heterogeneidad de células de enfermedad de una muestra que comprende cualquier tipo de
polinucleétidos, por ejemplo, ADNcf, ADN gendmico, ADNc o ADNct. En los métodos, la cuantificaciéon puede
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comprender, por ejemplo, determinar el niumero o la cantidad relativa de los polinucleétidos. La determinacion de
CNV puede comprender mapear y normalizar diferentes cantidades relativas de moléculas totales a un locus.

En otro aspecto, en respuesta a quimioterapia, una forma de tumor dominante puede eventualmente ceder
a través de la seleccién darwiniana a células cancerosas que portan mutantes que vuelven al cancer insensible al
régimen de terapia. La aparicion de estos mutantes de resistencia puede retrasarse mediante los métodos
divulgados en este momento. Los métodos divulgados en la presente pueden comprender un método que
comprende: a) someter a un sujeto a uno 0 mas ciclos de terapia pulsatil, comprendiendo cada ciclo de terapia
pulsatil (i) un primer periodo durante el cual se administra un farmaco en una primera cantidad y (ii) un segundo
periodo durante el cual el farmaco se administra en una segunda cantidad reducida; en donde (A) el primer periodo
se caracteriza por una carga tumoral detectada por encima de un primer nivel clinico;y (B) el segundo periodo se
caracteriza por una carga tumoral detectada por debajo de un segundo nivel clinico.

K. Deteccion de Variantes de Secuencia

Los sistemas y métodos descritos en la presente pueden usarse para detectar variantes de secuencia, por
ejemplo, SNVs. Por ejemplo, una variante de secuencia puede detectarse a partir de secuencias de consenso de
multiples lecturas de secuencia, por ejemplo, de por lo menos 2, por lo menos 3, por lo menos 4, por lo menos 5, por
lo menos 6, por lo menos 7, por lo menos 8, por lo menos 9, por lo menos 10, por lo menos 11, por lo menos 12, por
lo menos 13, por lo menos 14, por lo menos 15, por lo menos 16, por lo menos 17, por lo menos 18, por lo menos
19, por lo menos 20, por lo menos 21, por lo menos 22, por lo menos 23, por lo menos 24, por lo menos 25, por lo
menos 26, por 1o menos 27, por lo menos 28, por Io menos 29, por lo menos 30, por lo menos 31, por lo menos 32,
por lo menos 33, por lo menos 34, por lo menos 35, por lo menos 36, por lo menos 37, por lo menos 38, por lo
menos 39, por lo menos 40, por lo menos 41, por lo menos 42, por lo menos 43, por lo menos 44, por lo menos 45,
por lo menos 46, por lo menos 47, por lo menos 48, por lo menos 49, por lo menos 50, por lo menos 51, por lo
menos 52, por lo menos 53, por lo menos 54, por lo menos 55, por lo menos 56, por lo menos 57, por lo menos 58,
por lo menos 59, por lo menos 60, por lo menos 61, por lo menos 62, por lo menos 63, por lo menos 64, por lo
menos 65, por 1o menos 66, por lo menos 67, por Io menos 68, por lo menos 69, por lo menos 70, por lo menos 71,
por lo menos 72, por lo menos 73, por lo menos 74, por lo menos 75, por Io menos 76, por lo menos 77, por lo
menos 78, por lo menos 79, por lo menos 80, por Io menos 81, por lo menos 82, por lo menos 83, por lo menos 84,
por lo menos 85, por lo menos 86, por lo menos 87, por lo menos 88, por lo menos 89, por lo menos 90, por lo
menos 91, por lo menos 92, por lo menos 93, por lo menos 94, por lo menos 95, por lo menos 96, por lo menos 97,
por lo menos 98, por lo menos 99, por lo menos 100, por lo menos 200, por lo menos 300, por lo menos 400, por lo
menos 500, por lo menos 600, por lo menos 700, por lo menos 800, por lo menos 900, por lo menos 1000, por lo
menos 2000, por lo menos 3000, por lo menos 4000, por lo menos 5000, por lo menos 6000, por lo menos 7000, por
lo menos 8000, por lo menos 9000, por lo menos 10000 o mas lecturas de secuencia.

Una secuencia consenso puede ser de lecturas de secuencia de un polinucleétido de cadena sencilla. Una
secuencia de consenso también puede ser de lecturas de secuencia de una cadena de un polinucleétido de cadena
doble (por ejemplo, lecturas de emparejamiento). En un método ejemplar, las lecturas de emparejamiento permiten
identificar con confianza aumentada la existencia de una variante de secuencia en una molécula. Por ejemplo, si
ambas cadenas de una pareja incluyen la misma variante, se puede estar razonablemente seguro de que la variante
existia en la molécula original, como la posibilidad de que la misma variante se introduzca en ambas cadenas
durante amplificacién/secuenciacion es rara. Por el contrario, si solo una cadena de una Pareja incluye la variante de
secuencia, es mas probable que sea un artefacto. De manera similar, la confianza de que un Singlete que lleva una
variante de secuencia existiese en la molécula original es menor que la confianza si la variante existia en un Duplex,
ya que hay una mayor probabilidad de que la variante se pueda introducir una vez durante la
amplificacion/secuenciacion.

Otros métodos de deteccion de la variacion del numero de copias y la deteccién de variantes de secuencia
se describen enW02014149134, WO2014039556.

Las lecturas de secuencia pueden colapsarse para generar una secuencia de consenso, que puede
mapearse a una secuencia de referencia para identificar variantes genéticas, tales como CNV o SNV. Como
alternativa, las lecturas de secuencia se mapean antes o incluso sin mapeo. En tal caso, las lecturas de secuencia
pueden mapearse individualmente a la referencia para identificar una CNV o SNV.

La FIG. 3 muestra una secuencia de referencia que codifica un Locus A genético. Los polinucleétidos en la
FIG. 3 pueden tener forma de Y o pueden tener otras formas, como de horquilla.

En algunos casos, se puede determinar una variante de SNV o de nucle6tido multiple (MNV) mediante
multiples lecturas de secuencia en un locus dado (por ejemplo, base de nucleétidos) alineando las lecturas de
secuencia que se corresponden con ese locus. Después, se mapea una pluralidad de bases de nucleétidos
secuenciales de por lo menos un subconjunto de las lecturas de secuencia con la referencia a una SNV o MNV en
una molécula de polinucleétidos o parte del mismo que se corresponde con las lecturas. La pluralidad de bases de

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2822 125713

nucleétidos secuenciales puede abarcar una localizacion real, inferida o sospechada de SNV o MNV. La pluralidad
de bases de nucleétidos secuenciales puede abarcar por lo menos 3, 4, 5, 6, 7, 8,9, 6 10 bases de nucleétidos.

L. Deteccién/Cuantificacion de Acidos Nucleicos

Los métodos descritos en la presente pueden usarse para etiquetas fragmentos de acidos nucleicos, como
acido desoxirribonucleico (ADN), con una eficacia extremadamente alta. Este etiquetado eficiente permite a una
persona detectar de forma eficiente y precisa ADN raro en poblaciones heterogéneas de los fragmentos de ADN
original (como en ADNCcf). Un polinucleétido raro (por ejemplo, ADN raro) puede ser un polinucleétido que
comprende una variante genética que tiene lugar en una poblacién de polinucleétidos a una frecuencia de menos del
10%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0 0,1 % Un ADN raro puede ser un polinucleétido con una propiedad detectable a una
concentracion de menos del 50%, 25%, 10%, 5%, 1%, 0 0,1%.

El etiquetado puede tener lugar en una reaccion individual. En algunos casos, se pueden realizar dos o0 mas
reacciones y agruparlas juntas. Etiquetar cada fragmento de ADN original en una sola reaccién puede dar como
resultado en el etiquetado de manera que mas del 50% (por ejemplo, 60%, 70%, 80%, 90%, 95% 0 99%) de los
fragmentos de ADN original estén etiquetados en ambos extremos con etiquetas que comprenden cédigos de barras
moleculares, proporcionando de este modo fragmentos de ADN etiquetados. El etiquetado también puede resultar
en mas del 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 51%, 52%, 53%, 54%, 55%, 56%, 57%, 58%, 59%, 60%, 61%, 62%, 63%,
64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%,
84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 6 99% de los fragmentos de
ADN original etiquetados en ambos extremos con etiquetas que comprenden cédigos de barras moleculares. El
etiquetado también puede dar como resultado que el 100% de los fragmentos de ADN original estén etiquetados en
ambos extremos con etiquetas que comprenden codigos de barras moleculares. El etiquetado también puede dar
como resultado el etiquetado de un Unico extremo.

El etiquetado también puede tener lugar usando una cantidad en exceso de etiquetas en comparacion con
los fragmentos de ADN original. Por ejemplo, el exceso puede ser un exceso de por lo menos 5 veces. En otros
casos el exceso puede ser por lo menos 1,25, 1,5, 1,75, 2, 3, 4,5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100 o mas veces en exceso. El
etiquetado puede comprender la union de extremos romos o extremos adhesivos. El etiquetado también puede
realizarse por PCR de hibridacion. El etiquetado también puede realizarse en volimenes de reaccion baja, como 1,
2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34,
35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65,
66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96,
97, 98, 99, 6 100 pico- y/o microlitros.

El método también puede incluir realizar una amplificacion de alta fidelidad en los fragmentos de ADN
etiquetados. Se puede usar cualquier ADN polimerasa de alta fidelidad. Por ejemplo, la polimerasa puede ser ADN
polimerasa KAPA HiFi o ADN polimerasa Phusion.

Ademas, el método puede comprender enriquecer selectivamente un subconjunto de los fragmentos de
ADN etiquetados. Por ejemplo, el enriquecimiento selectivo puede realizarse mediante técnicas de hibridacion o
amplificacion. El enriquecimiento selectivo puede realizarse usando un soporte solido (por ejemplo, perlas). El
soporte sélido (por ejemplo, perlas) puede comprender sondas (por ejemplo, oligonucleétidos que hibridan
especificamente con ciertas secuencias. Por ejemplo, las sondas pueden hibridar con ciertas regiones gendmicas,
por ejemplo, genes. En algunos casos, las regiones genémicas, por ejemplo, genes, pueden ser regiones asociadas
con enfermedades, por ejemplo, cancer. Después del enriquecimiento, el fragmento seleccionado puede unirse a
cualquier adaptador de secuenciaciéon divulgado en la presente. Por ejemplo, un adaptador de secuencia puede
comprender una secuencia de células de flujo, un codigo de barras de muestra o ambos. En otro ejemplo, un
adaptador de secuencia puede ser un adaptador con forma de horquilla y/o comprende un cédigo de barras de la
muestra. Ademas, los fragmentos resultantes pueden amplificarse y secuenciarse. En algunos casos, el adaptador
no comprende una regién de cebador de secuenciacion.

El método puede incluir la secuenciacion de una o ambas cadenas de los fragmentos de ADN. En un caso,
ambas cadenas del fragmento de ADN se secuencian independientemente. Los fragmentos de ADN etiquetados,
amplificados y/o enriquecidos selectivamente se secuencian para obtener lecturas de secuencia que comprenden
informacién de secuencia de los cddigos de barras moleculares y por lo menos una parte de los fragmentos de ADN
original.

El método puede incluir reducir o rastrear la redundancia (como se ha descrito anteriormente) en las
lecturas de secuencia para determinar lecturas de consenso que son representativas de cadenas sencillas de los
fragmentos de ADN original. Por ejemplo, para reducir o rastrear la redundancia, el método puede incluir comparar
lecturas de secuencia que tienen cadigos de barras moleculares iguales o similares y el mismo extremo o similar de
secuencias de fragmentos. EI método puede comprender realizar un andlisis filogenético en las lecturas de
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secuencia que tienen los mismos o similares codigos de barras moleculares. Los codigos de barras moleculares
pueden tener un cédigo de barras con distancias de edicién variables (incluyendo cualquier distancia de edicién
como se describe en la presente), por ejemplo, una distancia de edicion de hasta 3. El extremo de las secuencias de
fragmentos puede incluir secuencias de fragmentos que tienen una distancia de edicién con distancias variables
(incluyendo cualquier distancia de edicién como se describe en la presente), por ejemplo, una distancia de edicién
de hasta 3.

El método puede comprender pre-clasificar las lecturas de secuencia de acuerdo con los cédigos de barras
moleculares y la informacion de secuencia. Por ejemplo, la pre-clasificacion de las lecturas de secuencia de acuerdo
con los codigos de barras moleculares y la informacion de secuencia puede realizarse de al menos un extremo de
cada uno de los fragmentos de ADN original para crear pre-clasificaciones de lecturas de cadenas sencillas. El
método puede comprender ademas en cada pre-clasificacion, determinar una secuencia de un fragmento de ADN
original dado entre los fragmentos de ADN original analizando las lecturas de secuencia.

En algunos casos, las lecturas de secuencia en cada pre-clasificacién pueden colapsarse a una secuencia
de consenso y posteriormente mapearse en un genoma. Como alternativa, las lecturas de secuencia pueden
mapearse a un genoma antes de la pre-clasificacion y posteriormente colapsarse a una secuencia de consenso.

El método puede comprender también lecturas de secuencia de clasificacion en lecturas emparejadas y
lecturas desemparejadas. Después de la clasificacion, se puede cuantificar el nUmero de lecturas emparejadas y
lecturas desemparejadas que mapean para cada uno de los uno o mas loci genéticos.

El método puede incluir cuantificar las lecturas de consenso para detectar y/o cuantificar el ADN raro, que
se describen a lo largo de la presente. EI método puede comprender detectar y/o cuantificar el ADN raro
comparando un numero de veces que aparece cada base en cada posicion de un genoma representado por los
fragmentos de ADN etiquetados, amplificados y/o enriquecidos.

El método puede comprender etiquetar los fragmentos de ADN original en una Unica reaccioén utilizando una
biblioteca de etiquetas. La biblioteca puede incluir por lo menos 2, por lo menos 3, por lo menos 4, por lo menos 5,
por lo menos 6, por lo menos 7, por lo menos 8, por lo menos 9, por lo menos 10, por lo menos 11, por lo menos 12,
por lo menos 13, por lo menos 14, por lo menos 15, por lo menos 16, por lo menos 17, por lo menos 18, por lo
menos 19, por lo menos 20, por lo menos 50, por lo menos 100, por lo menos 500, por lo menos 1000, por Io menos
5000, por lo menos 10000, o cualquier nimero de etiquetas como se describe a lo largo de la presente. Por ejemplo,
la biblioteca de etiquetas puede incluir por Io menos 8 etiquetas. La biblioteca de etiquetas puede incluir 8 etiquetas
(que pueden generar 64 combinaciones posibles diferentes). El método puede realizarse de tal manera que un alto
porcentaje de fragmentos, por ejemplo, mas del 50% (o cualquier porcentaje como se describe a lo largo de la
presente) se etiqueten en ambos extremos, en donde cada una de las etiquetas comprende un cédigo de barras
molecular.

M. Procesamiento y/o Analisis de Acidos Nucleicos

Los métodos descritos a lo largo de la presente pueden usarse para procesar y/o analizar una muestra de
acidos nucleicos de un sujeto. El método puede comprender exponer los fragmentos de polinucleétidos de la
muestra de acidos nucleicos a una pluralidad de moléculas de polinucleétidos para producir fragmentos de
polinucleétidos etiquetados. La pluralidad de moléculas de polinucleétidos que puede usarse se describe a lo largo
de la solicitud.

Por ejemplo, la pluralidad de moléculas de polinucleétidos puede ser cada una menor de o igual a 40 bases
de acidos nucleicos de longitud y tener secuencias de cddigos de barras distintas con respecto a por lo menos 4
bases de acidos nucleicos y una distancia de edicion de por lo menos 1, en donde cada una de las secuencias de
codigos de barras distintas esta dentro de 20 bases de acido nucleico de un extremo terminal de una respectiva de
la pluralidad de moléculas de polinucleétidos, y en donde la pluralidad de moléculas de polinucleétidos no son
adaptadores de secuenciacion.

Los fragmentos de polinucleétidos marcados pueden someterse a reacciones de amplificacion de &cidos
nucleicos bajo condiciones que producen fragmentos de polinucleétidos amplificados como productos de la
amplificacion de los fragmentos de polinucleétidos etiquetados. Tras la amplificacion, se determina la secuencia de
nucleétidos de los fragmentos de polinucleétidos etiquetados amplificados. En algunos casos, las secuencias de
nucleétidos de los fragmentos de polinucledtidos etiquetados amplificados se determinan sin el uso de reaccion en
cadena de polimerasa (PCR).

El método puede comprender analizar las secuencias de nucleétidos con un procesador informatico
programado para identificar una o mas variantes genéticas en la muestra de nucleétidos del sujeto. Se puede
identificar cualquier alteracion genética, incluyendo pero no limitado a, cambio(s) de base, insercion(es),
repeticion(es), delecidn(es), variacién(es) del niumero de copia, modificacién(es) epigenética(s), sitio(s) de unién al
nucleosoma, cambio(s) de nimero de copia debido a origen(es) de replicacion y transversion(es). Otras alteraciones
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genéticas pueden incluir, pero no estan limitadas a, una o mas alteraciones genéticas asociadas a tumores.

Se puede sospechar que el sujeto de los métodos tenga una enfermedad. Por ejemplo, se puede sospechar
que el sujeto tiene cancer. El método puede comprender recoger una muestra de acidos nucleicos de un sujeto. La
muestra de acidos nucleicos puede recogerse de sangre, plasma, suero, orina, saliva, excreciones mucosales,
esputo, heces, fluido espinal cerebral, piel, cabello, sudor y/o lagrimas. La muestra de acidos nucleicos puede ser
una muestra de acidos nucleicos libre de células. En algunos casos, la muestra de acidos nucleicos se recoge de no
mas de 100 nanogramos (ng) de moléculas de polinucleétidos de cadena dobles del sujeto.

Los fragmentos de polinucledtidos pueden comprender moléculas de polinucleétidos de cadena doble. En
algunos casos, la pluralidad de moléculas de polinucleétidos estan acopladas a los fragmentos de polinucleétidos
mediante ligacién de extremos romos, ligacion de extremos adhesivos, sondas de inversién molecular, reaccion en
cadena de polimerasa (PCR), PCR basada en ligacion, PCR multiplexada, ligacion de cadena sencilla, o
circularizacion de cadena sencilla.

El método como se describe en la presente da como resultado un etiquetado de alta eficiencia de acidos
nucleicos. Por ejemplo, exponer los fragmentos de polinucleétidos de la muestra de acidos nucleicos a la pluralidad
de moléculas de polinucledtidos produce los fragmentos de polinucleétidos etiquetados con una eficiencia de
conversion de por lo menos el 30%, por ejemplo, por lo menos el 50% (por ejemplo, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 6
99%). Puede lograrse una eficiencia de conversion de por lo menos el 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 51%, 52%, 53%,
54%, 55%, 56%, 57%, 58%, 59%, 60%, 61%, 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%, 72%, 73%,
74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 6 99%.

El método puede dar como resultado un fragmento de polinucleétidos etiquetado que comparte moléculas
de polinucleétidos comunes. Por ejemplo, cualquiera de por lo menos el 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 20%, 25%,
30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 6 100% de
los fragmentos de polinucledtidos etiquetados comparten una molécula de polinucleétidos comun. El método puede
comprender generar los fragmentos de polinucleétidos a partir de la muestra de acidos nucleicos.

En algunos casos, la aplicacion del método comprende amplificar los fragmentos de polinucleétidos
etiquetados en presencia de cebadores correspondientes a una pluralidad de genes seleccionados del grupo que
consiste de ALK, APC, BRAF, CDKN2A, EGFR, ERBB2, FBXW7, KRAS, MYC, NOTCH1, NRAS, PIK3CA, PTEN,
RBI, TP53, MET, AR, ABL1, AKT1, ATM, CDH1, CSF1R, CTNNB1, ERBB4, EZH2, FGFR1, FGFR2, FGFR3, FLT3,
GNA11, GNAQ, GNAS, HNF1A, HRAS, IDH1, IDH2, JAK2, JAKS3, KDR, KIT, MLH1, MPL, NPM1, PDGFRA, PROC,
PTPN11, RET,SMAD4, SMARCB1, SMO, SRC, STK11, VHL, TERT, CCND1, CDK4, CDKN2B, RAF1, BRCA1,
CCND2, CDK6, NF1, TP53, ARID1A, BRCA2, CCNE1, ESR1, RIT1, GATA3, MAP2K1, RHEB, ROS1, ARAF,
MAP2K2, NFE2L2, RHOA, y NTRK1. Adicionalmente, puede amplificarse cualquier combinacién de estos genes. Por
ejemplo, pueden amplificarse 1, 2, 3,4, 5,6, 7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,
27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, o los 54 de
estos genes.

Los métodos descritos en la presente pueden comprender generar una pluralidad de lecturas de secuencia
a partir de una pluralidad de moléculas de polinucleétidos. La pluralidad de moléculas de polinucleétidos puede
cubrir loci genémicos de un genoma objetivo. Por ejemplo, los loci genémicos pueden corresponder a una pluralidad
de genes como se enumera anteriormente. Ademas, los loci genémicos pueden ser cualquier combinacién de estos
genes. Cualquier locus genémico dado puede comprender por lo menos dos bases de acidos nucleicos. Cualquier
locus genémico dado también puede comprender una pluralidad de bases de acidos nucleicos, por ejemplo, 2, 3, 4,
5,6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36,
37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, o mas bases de acidos nucleicos.

El método puede comprender agrupar con un procesador informatico la pluralidad de lecturas de secuencia
en familias. Cada una de las familias puede comprender lecturas de secuencia de uno de los polinucleétidos
plantilla. Cada familia puede comprender lecturas de secuencia de solo uno de los polinucleétidos plantilla. Para
cada una de las familias, las lecturas de secuencia pueden fusionarse para generar una secuencia de consenso. La
agrupacién puede comprender clasificar la pluralidad de lecturas de secuencia en familias identificando (i) codigos
de barras moleculares distintos acoplados a la pluralidad de moléculas de polinucleétidos vy (ii) similitudes entre la
pluralidad de lecturas de secuencia, en donde cada familia incluye una pluralidad de secuencias de acidos nucleicos
que estan asociados con una combinacion distinta de codigos de barras moleculares y lecturas de secuencia
similares o idénticas.

Una vez fusionada, puede designarse una secuencia de consenso en un locus genémico dado entre los loci
gendmicos. En cualquier loci genémico dado, puede determinarse cualquiera de los siguientes: i) variantes genéticas
entre las designadas;ii) frecuencia de una alteracién genética entre las designadas;iii) numero total de
designaciones; y iv) ndmero total de alteraciones entre las designaciones. La designacion puede comprender
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designar por lo menos a una base de acidos nucleicos en el locus gendémico dado. La designacién también puede
comprender designar una pluralidad de bases de &cidos nucleicos en el locus genémico dado. En algunos casos, la
designacion puede comprender analisis filogenético, votacién (por ejemplo, votaciéon sesgada), ponderacion,
asignacion de una probabilidad a cada lectura en el locus en una familia o designar la base con la probabilidad méas
alta. La secuencia de consenso puede generarse evaluando una medida cuantitativa o un nivel de significancia
estadistica para cada una de las lecturas de secuencia. Si se realiza una medida cuantitativa, el método puede
comprender usar una distribucién binomial, distribucién exponencial, distribucién beta o distribucién empirica. Sin
embargo, la frecuencia de la base en la localizacién particular también puede usarse para designar, por ejemplo, si
el 51% o mas de las lecturas es una "A" en la ubicacién, entonces la base puede designarse "A" en esa particular
ubicacion. EI método puede comprender ademas mapear una secuencia consenso en un genoma diana. la
frecuencia de la base en la ubicaciéon particular también se puede usar para designaciones, por ejemplo, si el 51% o
mas de las lecturas es una "A" en la localizacion, entonces la base puede designarse como una "A" en esa
localizacién particular. EI método puede comprender ademas mapear una secuencia de consenso en un genoma
objetivo.

El método puede comprender ademas realizar designaciones de consenso en un locus genémico adicional
entre los loci genémicos. El método puede comprender determinar una variacion en el nimero de copias en uno de
los locus gendmicos dados y el locus genémico adicional en base a los recuentos en el locus genémico dado y el
locus gendmico adicional.

Los métodos descritos en la presente pueden comprender proporcionar moléculas de polinucleétidos
plantilla y una biblioteca de moléculas de polinucleétidos adaptadores en un recipiente de reaccién. Las moléculas
de polinucleétidos adaptadores pueden tener de 2 a 1.000 secuencias de codigos de barras diferentes y en algunos
casos no son adaptadores de secuenciacion. Se describen a lo largo de la presente otras variaciones de las
moléculas de polinucleétidos adaptadores que también pueden usarse en los métodos.

Las moléculas de polinucleétidos de los adaptadores pueden tener la misma etiqueta de muestra. Las
moléculas de polinucledtidos adaptadores se pueden acoplar en ambos extremos de las moléculas de
polinucleétidos plantilla. EI método puede comprender el acoplamiento de las moléculas de polinucleétidos
adaptadores a las moléculas de polinucleétidos plantilla con una eficiencia de por lo menos el 30%, por ejemplo, por
lo menos el 50% (por ejemplo, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 0 99 %), etiquetando de este modo cada polinucleétido
plantilla con una combinacién de etiquetado que esta entre de 4 a 1.000.000 de combinaciones de etiquetado
diferentes, para producir moléculas de polinucleétidos etiquetadas. En algunos casos, la reaccion puede tener lugar
en un solo recipiente de reaccion. La eficiencia del acoplamiento también puede ser de por lo menos el 30%, 35%,
40%, 45%, 50%, 51%, 52%, 53%, 54%, 55%, 56%, 57%, 58%, 59%, 60%, 61%, 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%,
68%, 69%, 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%,
88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 0 99%. El etiquetado puede ser etiquetado no Unico.

Las moléculas de polinuclettidos etiquetadas pueden someterse luego a una reaccién de amplificacion bajo
condiciones que produciran moléculas de polinucledtidos amplificadas como productos de la amplificacién de las
moléculas de polinucledtidos etiquetadas. Las moléculas de polinucledtidos plantilla pueden ser de cadena
doble. Ademas, las moléculas de polinucledtidos plantilla pueden ser de extremo romo. En algunos casos, la
reaccion de amplificacion comprende amplificar no especificamente las moléculas de polinucleétidos etiquetadas. La
reaccion de amplificacion puede comprender también el uso de un sitio de cebado para amplificar cada una de las
moléculas de polinucledtidos etiquetadas. El sitio de cebado puede ser un cebador, por ejemplo, un cebador
universal. El sitio de cebado también puede ser una muesca.

El método puede comprender también la secuenciacion de las moléculas de polinucleétidos
amplificadas. La secuenciacién puede comprender (i) someter a las moléculas de polinucleétidos amplificadas a una
reaccion de amplificacion adicional bajo condiciones que produzcan moléculas de polinucledtidos amplificadas
adicionales como productos de la amplificacion de las moléculas de polinucleétidos amplificadas, y/o (ii) secuenciar
las moléculas de polinucleétidos amplificadas adicionales. La amplificacion adicional puede realizarse en presencia
de cebadores que comprenden secuencias de células de flujo, que produciran moléculas de polinucleétidos que son
capaces de enlazar a una célula de flujo. La amplificacién adicional también puede realizarse en presencia de
cebadores que comprenden secuencias para adaptadores con forma de horquilla. Los adaptadores con forma de
horquilla pueden unirse a ambos extremos de un fragmento de polinucleétido para generar una molécula circular,
que puede secuenciarse multiples veces. El método puede comprender ademas identificar variantes genéticas tras
la secuenciacion de las moléculas de polinucleétidos amplificadas.

El método puede comprender ademas separar moléculas de polinucleétidos que comprenden una o mas
secuencias dadas de las moléculas de polinucledtidos amplificadas, para producir moléculas de polinucleétidos
enriquecidas. EI método también puede comprender amplificar las moléculas de polinucleétidos enriquecidas con
cebadores que comprenden las secuencias de las células de flujo. Esta amplificacion con cebadores que
comprenden secuencias de células de flujo producird moléculas de polinucleétidos que son capaces de enlazar con
una célula de flujo. La amplificacién también puede realizarse en presencia de cebadores que comprenden
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secuencias para adaptadores con forma de horquilla. Los adaptadores con forma de horquilla pueden unirse a
ambos extremos de un fragmento de polinucleétido para generar una molécula circular, que puede secuenciarse
multiples veces.

Las secuencias de células de flujo o los adaptadores con forma de horquilla pueden anadirse por métodos
de no amplificacién como a través de la ligaciéon de tales secuencias. Se pueden usar otras técnicas como métodos
de hibridacion, por ejemplo, salientes de nucleétidos.

El método puede realizarse sin alicuotar las moléculas de polinucleétidos etiquetadas. Por ejemplo, una vez
que se hace la molécula de polinucledtido etiquetada, la amplificacién y la secuenciacion pueden tener lugar en el
mismo tubo sin ninguna preparacién adicional.

Los métodos descritos en la presente pueden ser Utiles para detectar variaciones de nucleé6tido Unico
(SNV), variaciones de nimero de copias (CNV), inserciones, deleciones y/o reordenamientos. En algunos casos, las
SNV, CNV, inserciones, eliminaciones y/o reordenamientos, pueden asociarse con enfermedades, por ejemplo,
cancer.

N. Monitorizacion de un Estado del Paciente

Los métodos divulgados en la presente también pueden usarse para monitorizar el estado de la
enfermedad de un paciente. La enfermedad de un sujeto puede monitorizarse a lo largo del tiempo para determinar
una progresion de la enfermedad (por ejemplo, regresién). Los marcadores indicativos de la enfermedad pueden
monitorizarse en una muestra bioldgica del sujeto, como una muestra de ADN libre de células.

Por ejemplo, la monitorizacién del estado de cancer de un sujeto puede comprender (a) determinar una
cantidad de uno o mas de SNVs o numeros de copias de una pluralidad de genes (por ejemplo, en un exon), (b)
repetir dicha determinacién en diferentes puntos en el tiempo, y (c) determinar si hay una diferencia en el nimero de
SNVs, nivel de SNVs, nimero o nivel de reordenaciones gendémicas, o numeros de copias entre (a) y (b). Los genes
se pueden seleccionar del grupo que consiste en ALK, APC, BRAF, CDKN2A, EGFR, ERBB2, FBXW7, KRAS, MYC,
NOTCH1, NRAS, PIK3CA, PTEN, RB1, TP53, MET, AR, ABL1, AKT1, ATM, CDH1, CSF1R, CTNNB1, ERBB4,
EZH2, FGFR1, FGFR2, FGFRS3, FLT3, GNA11, GNAQ, GNAS, HNF1A, HRAS, IDH1, IDH2, JAK2, JAKS, KDR, KIT,
MLH1, MPL, NPM1, PDGFRA, PROC, PTPN11, RET,SMAD4, SMARCB1, SMO, SRC, STK11, VHL, TERT, CCND1,
CDK4, CDKN2B, RAF1, BRCA1, CCND2, CDK6, NF1, TP53, ARID1A, BRCA2, CCNE1, ESR1, RIT1, GATAS,
MAP2K1, RHEB, ROS1, ARAF, MAP2K2, NFE2L2, RHOA, y NTRK1. Los genes pueden seleccionarse de
cualquiera de 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, o todos los genes en este grupo.

0. Sensibilidad y Especificidad

Los métodos divulgados en la presente pueden usarse para detectar polinucleétidos de cancer en una
muestra, y cancer en un sujeto, con altas medidas de conformidad, por ejemplo, alta sensibilidad y/o especificidad.
Por ejemplo, tales métodos pueden detectar polinucleétidos de cancer (por ejemplo, ADN raro) en una muestra a
una concentracion que es menor del 5%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05% o 0,01%, a una especificidad de por lo menos el
99%, 99,9%, 99,99%, 99,999%, 99,9999%, 6 99,99999%. Tales polinucleétidos pueden ser indicativos de cancer u
otra enfermedad. Ademas, tales métodos pueden detectar polinucleétidos de cancer en una muestra con un valor
predictivo positivo de por lo menos el 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,9%, 99,99%,
99,999%, 0 99,9999%.

Los sujetos identificados como positivos en una prueba que son en realidad positivos se denominan
verdaderos positivos (TP). Los sujetos identificados como positivos en una prueba que en realidad son negativos son
referidos como falsos positivos (FP). Los sujetos identificados como negativos en una prueba que en realidad son
negativos son referidos como verdaderos negativos (TN). Los sujetos identificados como negativos en una prueba
que son en realidad positivos son referidos como falsos negativos (FN). La sensibilidad es el porcentaje de positivos
reales identificados en una prueba como positivos. Esto incluye, por ejemplo, situaciones en las que uno deberia
haber encontrado una variante genética de cancer y lo hizo. (Sensibilidad = TP/(TP+FN).) La especificidad es el
porcentaje de negativos reales identificados en una prueba como negativos. Esto incluye, por ejemplo, situaciones
en las que no se deberia haber encontrado una variante genética de cancer y no lo hizo. La especificidad puede
calcularse usando la siguiente ecuacion: Especificidad = TN/(TN+FP). El valor predictivo positivo (PPV) se puede
medir por el porcentaje de sujetos que dan positivo que son verdaderos positivos. El PPV puede calcularse usando
la siguiente ecuacion: PPV = TP/(TP+FP). El valor predictivo positivo puede aumentarse aumentando la sensibilidad
(por ejemplo, la probabilidad de que se detecte un positivo real) y/o la especificidad (por ejemplo, la probabilidad de
no confundir un negativo real con un positivo).

Las bajas tasas de conversion de polinucleétidos en polinucleétidos etiquetados con adaptadores pueden

comprometer la sensibilidad ya que disminuye la posibilidad de convertir, y por lo tanto detectar, objetivos de
polinucleétidos raros. El ruido en una prueba puede comprometer la especificidad ya que aumenta el nimero de
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falsos positivos detectados en una prueba. Tanto la baja tasa de conversion como el ruido comprometen el valor
predictivo positivo, ya que disminuyen el porcentaje de positivos verdaderos y aumentan el porcentaje de falsos
positivos.

Los métodos divulgados en la presente pueden alcanzar altos niveles de conformidad, por ejemplo,
sensibilidad y especificidad, llevando a valores predictivos positivos altos. Los métodos para aumentar la sensibilidad
incluyen conversion de polinucleétidos de alta eficacia en polinucleétidos etiquetados con adaptadores en una
muestra. Los métodos para aumentar la especificidad incluyen reducir los errores de secuenciacién, por ejemplo, por
rastreo molecular.

Los métodos de la presente divulgacién pueden usarse para detectar la variacién genética en material
genético de partida inicial no etiquetado de manera unica (por ejemplo, ADN raro) a una concentraciéon que es menor
del 5%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05. %, o0 0.01%, a una especificidad de por lo menos el 99%, 99,9%, 99,99%, 99,999%,
99,9999% 0 99,99999%. En algunos aspectos, los métodos pueden comprender ademas convertir polinucleétidos en
el material de partida inicial con una eficiencia de por lo menos el 10%, por lo menos el 20%, por lo menos el 30%,
por lo menos el 40%, por o menos el 50%, por lo menos el 60 %, por lo menos el 70%, por lo menos el 80%) o por
lo menos el 90%. Las lecturas de secuencias de polinucleétidos etiquetados pueden rastrearse posteriormente para
generar secuencias de consenso para polinucleétidos con una tasa de error de no mas del 2%, 1%, 0,1% 0 0,01%.

2. Métodos de Agrupamiento

En la presente se divulgan métodos para detectar la variacién del nimero de copias y/o las variantes de
secuencia en uno o mas loci genéticos en una muestra de prueba. Una realizacion se muestra en la FIG. 8.
Tipicamente, detectar la variacion del nimero de copias implica determinar una medida cuantitativa (por ejemplo, un
nuamero absoluto o relativo) de mapeo de polinucleétidos a un locus genético de interés en un genoma de una
muestra de prueba, y comparar ese nimero con una medida cuantitativa de mapeo de polinucleétidos a ese locus en
una muestra de control. En ciertos métodos, la medida cuantitativa se determina comparando el nuimero de
moléculas en la muestra de prueba que mapea para un locus de interés con un nimero de moléculas en el mapeo
de la muestra de prueba a una secuencia de referencia, por ejemplo, una secuencia que se espera esté presente en
nimero de ploidias de tipo salvaje. En algunos ejemplos, la secuencia de referencia es HG19, estructura 37 o
estructura 38. La comparacion podria implicar, por ejemplo, determinar una proporcién. Luego, esta medida se
compara con una medida similar determinada en una muestra de control. Asi, por ejemplo, si una muestra de prueba
tiene una proporciéon de 1,5:1 para el locus de interés frente al locus de referencia, y una muestra de control tiene
una proporcion de 1:1 para los mismos loci, se puede concluir que la muestra de prueba muestra poliploidia en el
locus de interés.

Cuando la muestra de prueba y la muestra de control se analizan por separado, el flujo de trabajo puede
introducir distorsiones entre los nimeros finales en las muestras de control y de prueba.

En un método divulgado en la presente (por ejemplo, diagrama de flujo 800), se proporcionan
polinucleétidos a partir de una muestra de prueba y de control (802). Los polinucleétidos en una muestra de prueba y
los que estan en una muestra de control se etiquetan con etiquetas que identifican a los polinucleétidos como
originarios de la muestra de prueba o control (una etiqueta fuente). (804.) La etiqueta puede ser, por ejemplo, una
secuencia de polinucleétidos o cédigo de barras que identifiqgue inequivocamente la fuente.

Los polinucleétidos en cada una de las muestras de control y prueba también pueden etiquetarse con
etiquetas identificadoras que seran llevadas por toda la progenie de amplificacién de un polinucleétido. La
informacién de las secuencias de inicio y finalizacion de un polinucleétido y las etiquetas identificadoras pueden
identificar lecturas de secuencia de polinucleétidos amplificados de una molécula inicial original. Cada molécula
puede etiquetarse de manera Unica en comparacién con otras moléculas en la muestra. Alternativamente, cada
molécula no necesita ser etiquetada de manera Unica en comparaciéon con otras moléculas en la muestra. Es decir,
el niumero de secuencias identificadoras diferentes puede ser menor que el nimero de moléculas en la
muestra. Combinando informaciéon de identificadores con informacion de secuencia de inicio/finalizacion, la
probabilidad de confundir dos moléculas que tienen la misma secuencia de inicio/finalizacién disminuye
significativamente.

El numero de identificadores diferentes usados para etiquetar un acido nucleico (por ejemplo, ADNcf) puede
depender del numero de equivalentes de genoma haploide diferentes. Se pueden usar diferentes identificadores
para etiquetar por lo menos 2, por lo menos 10, por lo menos 100, por lo menos 200, por lo menos 300, por lo menos
400, por lo menos 500, por lo menos 600, por lo menos 700, por lo menos 800, por lo menos 900, por lo menos
1.000, por lo menos 2.000, por lo menos 3.000, por lo por lo menos 4.000, por lo menos 5.000, por lo menos 6.000,
por lo menos 7.000, por lo menos 8.000, por lo menos 9.000, por lo menos 10.000 o mas equivalentes de genoma
haploide diferentes. Por consiguiente, el numero de identificadores diferentes usados para etiquetar una muestra de
acido nucleico, por ejemplo, ADN libre de células de 500 a 10.000 equivalentes de genoma haploide diferentes y
estar entre cualquiera de 1, 2, 3, 4 y 5 y no méas de 100, 90, 80, 70, 60, 50, 40 6 30. Por ejemplo, el numero de
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identificadores diferentes usados para etiquetar una muestra de acido nucleico de 500 a 10.000 equivalentes de
genoma haploide diferentes puede ser 2, 3, 4,5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55,
56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86,
87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100 0 menos.

Los polinucleétidos se pueden etiquetar por ligacion de adaptadores que comprenden las etiquetas o
identificadores antes de la amplificacion. La ligacion puede realizarse usando un enzima, por ejemplo, una
ligasa. Por ejemplo, el etiquetado puede realizarse usando una ADN ligasa. La ADN ligasa puede ser una ADN
ligasa de T4, una ADN ligasa de E. coli y/o una ligasa de mamifero. La ligasa de mamifero puede ser ADN ligasa I,
ADN ligasa Ill o ADN ligasa IV. La ligasa también puede ser una ligasa termoestable. Las etiquetas pueden ligarse a
un extremo romo de un polinucleétido (ligacién de extremos romos). Alternativamente, las etiquetas pueden ligarse a
un extremo adhesivo de un polinucleotido (ligacion del extremo adhesivo). Los polinucleétidos pueden etiquetarse
mediante ligacion de extremos romos usando adaptadores (por ejemplo, adaptadores que tienen extremos
bifurcados). Se puede lograr alta eficiencia de ligacién usando un exceso alto de adaptadores (por ejemplo, mas de
1.5X, mas de 2X, mas de 3X, mas de 4X, mas de 5X, mas de 6X, mas de 7X, méas de 8X, mas de 9X, mas de 10X,
mas de 11X, mas de 12X, mas de 13X, mas de 14X, mas de 15X, mas de 20X, mas de 25X, mas de 30X, mas de
35X, mas de 40X, mas de 45X, mas de 50X, mas de 55X, mas de 60X, mas de 65X, mas de 70X, mas de 75X, mas
de 80X, mas de 85X, mas de 90X, mas de 95X, o mas de 100).

Una vez etiquetados con etiquetas que identifican la fuente de polinucleétidos, pueden agruparse los
polinucleétidos de diferentes fuentes (por ejemplo, muestras diferentes). Después del agrupamiento, los
polinucleétidos de diferentes fuentes (por ejemplo, muestras diferentes) pueden distinguirse por una medicién
usando las etiquetas, incluyendo cualquier proceso de medicion cuantitativa. Por ejemplo como se muestra en (806)
(FIG. 8), pueden agruparse los polinucleétidos de la muestra de control y la muestra de control. Las moléculas
agrupadas pueden someterse a secuenciacion (808) y flujo de trabajo bioinformatico. Ambas se someteran a las
mismas variaciones en el proceso y, por lo tanto, se reduce cualquier sesgo diferencial. Como las moléculas que se
originan de las muestras de control y de prueba estan etiquetadas de manera diferente, pueden distinguirse en
cualquier proceso de medicidn cuantitativa.

La cantidad relativa de muestra de control y de prueba agrupada puede variarse. La cantidad de muestra de
control puede ser la misma que la cantidad de muestra de prueba. La cantidad de muestra de control también puede
ser mayor que la cantidad de muestra de prueba. Alternativamente, la cantidad de muestra de control puede ser mas
pequeria que la cantidad de muestra de prueba. Cuanto menor sea la cantidad relativa de una muestra al total,
menos etiquetas de identificacion se necesitaran en el proceso de etiquetado original. Puede seleccionarse un
ndmero para reducir a niveles aceptables la probabilidad de que dos moléculas iniciales que tienen las mismas
secuencias de inicio/finalizacién lleven la misma etiqueta de identificacion. Esta probabilidad puede ser inferior al
10%, inferior al 1%, inferior al 0,1% o inferior al 0,01%. La probabilidad puede ser inferior al 25%, 24%, 23%, 22%,
21%, 20%, 19%, 18%, 17%, 16%, 15%, 14%, 13%, 12%, 11%, 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 0 1%.

Los métodos divulgados en la presente también pueden comprender lecturas de secuencia de
agrupamiento. Por ejemplo, el flujo de trabajo bioinformatico puede incluir lecturas de secuencia de agrupamiento
producidas a partir de la progenie de una molécula inicial Unica, como se muestra en (810) (FIG. 8). Esto puede
implicar cualquiera de los métodos de reduccion de la redundancia descritos en la presente. Las moléculas
procedentes de muestras de prueba y control pueden diferenciarse en funcion de las etiquetas de origen que llevan
(812). Las moléculas que mapean para un locus objetivo se cuantifican para tanto las moléculas originadas de
prueba como originadas de control (812). Esto puede incluir los métodos de normalizacion tratados en la presente,
por ejemplo, en los que los nimeros en un locus objetivo estan normalizados frente a los nimeros en un locus de
referencia.

Las cantidades normalizadas (o brutas) en un locus objetivo de muestras de prueba y control se comparan
para determinar la presencia de variacion del nimero de copias (814).

3. Sistemas de Control Informaticos

La presente divulgacion proporciona sistemas de control informaticos que se programan para implementar
los métodos de divulgacion. La FIG. 6 muestra un sistema informatico 1501 que esta programado o configurado de
otra manera implementar los métodos de la presente divulgacion. El sistema informatico 1501 puede regular varios
aspectos de la preparacién, secuenciacion y/o analisis de muestras. En algunos ejemplos, el sistema informatico
1501 esta configurado para realizar la preparaciéon de muestras y el andlisis de muestras, incluyendo la
secuenciacion de acidos nucleicos. El sistema informatico 1501 puede ser un dispositivo electrénico de un usuario o
un sistema informatico que esta localizado de manera remota con respecto al dispositivo electrénico. El dispositivo
electrénico puede ser un dispositivo electrénico movil.

El sistema informatico 1501 incluye una unidad central de procesamiento (CPU, también "procesador" y
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"procesador informatico" en la presente) 1505, que puede ser un procesador de nudcleo Unico o multi-ndcleo, o una
pluralidad de procesadores para procesamiento en paralelo. El sistema informatico 1501 también incluye memoria o
localizacién de memoria 1510 (por ejemplo, memoria de acceso aleatorio, memoria de solo lectura, memoria flash),
la unidad de almacenamiento electrénico 1515 (por ejemplo, disco duro), interfaz de comunicacion 1520 (por
ejemplo, adaptador de red) para comunicarse con uno o mas sistemas distintos, y dispositivos periféricos 1525,
como caché, otra memoria, adaptadores de almacenamiento de datos y/o de pantalla electrénicos. La memoria
1510, la unidad de almacenamiento 1515, la interfaz 1520 y los dispositivos periféricos 1525 estan en comunicacion
con la CPU 1505 a través de un bus de comunicacion (lineas continuas), como una placa base. La unidad de
almacenamiento 1515 puede ser una unidad de almacenamiento de datos (o un depésito de datos) para almacenar
datos. El sistema informatico 1501 puede estar acoplado operativamente a una red informatica ("red") 1530 con la
ayuda de la interfaz de comunicacion 1520. La red 1530 puede ser la Internet, una internet y/o extranet, o una
intranet y/o extranet que estd en comunicacion con Internet. La red 1530 en algunos casos es una red de
telecomunicaciones y/o datos. La red 1530 puede incluir uno o mas servidores informaticos, que pueden habilitar la
computacion distribuida, como computacion en la nube. La red 1530, en algunos casos con la ayuda del sistema
informatico 1501, puede implementar una red de pares, que puede permitir que los dispositivos acoplados al sistema
informatico 1501 se comporten como un cliente o un servidor.

La CPU 1505 puede ejecutar una secuencia de instrucciones legibles por maquina, que pueden
incorporarse en un programa o software. Las instrucciones pueden almacenarse en una localizacion de memoria,
como la memoria 1510. Las instrucciones pueden dirigirse a la CPU 1505, que posteriormente puede programar o
configurar de otra manera la CPU 1505 para implementar los métodos de la presente divulgacion. Ejemplos de
operaciones realizadas por la CPU 1505 pueden incluir recuperacion, decodificacién, ejecucién y reescritura.

La CPU 1505 puede ser parte de un circuito, como un circuito integrado. Pueden incluirse en el circuito uno
0 mas de otros componentes del sistema 1501. En algunos casos, el circuito es un circuito integrado de aplicacion
especifica (ASIC).

La unidad de almacenamiento 1515 puede almacenar archivos, como controladores, bibliotecas y
programas guardados. La unidad de almacenamiento 1515 puede almacenar datos de usuario, por ejemplo,
preferencias de usuario y programas de usuario. El sistema informatico 1501 en algunos casos puede incluir una o
mas unidades de almacenamiento de datos adicionales que son externas al sistema informatico 1501, como las
localizadas en un servidor remoto que esta en comunicacion con el sistema informatico 1501 a través de una intranet
o de Internet.

El sistema informatico 1501 puede comunicarse con uno o0 mas sistemas informaticos remotos a través de
la red 1530. Por ejemplo, el sistema informatico 1501 puede comunicarse con un sistema informatico remoto de un
usuario (por ejemplo, un operador). Ejemplos de sistemas informaticos remotos incluyen ordenadores personales
(por ejemplo, PC portatil), tableta o tableta PC (por ejemplo, iPad de Apple®, Samsung® Galaxy Tab), teléfonos,
teléfonos inteligentes (por ejemplo, iPhone de Apple®, dispositivo habilitado para Android, Blackberry®), o asistentes
digitales personales. El usuario puede acceder al sistema informatico 1501 a través de la red 1530.

Los métodos como se describen en la presente pueden implementarse mediante un cddigo ejecutable por
maquina (por ejemplo, procesador informatico) almacenado en una localizacion de almacenamiento electronico del
sistema informatico 1501, como, por ejemplo, en la memoria 1510 o la unidad de almacenamiento electrénico 1515.
El cédigo ejecutable por maquina o legible por maquina se puede proporcionar en forma de software. Durante el uso,
el cédigo puede ser ejecutado por el procesador 1505. En algunos casos, el codigo puede recuperarse de la unidad
de almacenamiento 1515 y almacenarse en la memoria 1510 para que el procesador 1505 pueda acceder
facilmente. En algunas situaciones, la unidad de almacenamiento electrénico 1515 puede excluirse, y las
instrucciones ejecutables por la maquina se almacenan en la memoria 1510.

El cédigo puede pre-compilarse y configurarse para su uso con una maquina que tenga un procesador
adaptado para ejecutar el codigo, o puede compilarse durante el tiempo de ejecucién. El cdédigo puede suministrarse
en un lenguaje de programacion que puede seleccionarse para permitir que el cédigo se ejecute de una manera pre-
compilada o compilada.

Los aspectos de los sistemas y métodos proporcionados en la presente, como el sistema informatico 1501,
pueden incorporarse en la programacion. Varios aspectos de la tecnologia pueden considerarse como "productos” o
"articulos de fabricacion" tipicamente en forma de cédigo ejecutable por maquina (o procesador) y/o datos asociados
que se llevan a cabo o incorporan en un tipo de medio legible por maquina. El cédigo ejecutable por maquina puede
almacenarse en una unidad de almacenamiento electrénico, dicha memoria (por ejemplo, memoria de solo lectura,
memoria de acceso aleatorio, memoria flash) o un disco duro. Los medios de tipo "almacenamiento" pueden incluir
cualquiera o la totalidad de la memoria tangible de los ordenadores, procesadores o similares, o0 médulos asociados
de los mismos, como varias memorias semiconductoras, unidades de cinta, unidades de disco y similares, que
pueden proporcionar almacenamiento no transitorio en cualquier momento para la programacién del software. Todo
o partes del software puede comunicarse a veces a través de Internet o varias otras redes de
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telecomunicacion. Tales comunicaciones, por ejemplo, pueden permitir la carga del software desde un ordenador o
procesador a otro, por ejemplo, desde un servidor de gestion u ordenador huésped a la plataforma informatica de un
servidor de aplicaciones. Por lo tanto, otro tipo de medio que puede admitir los elementos de software incluye ondas
oOpticas, eléctricas y electromagnéticas, como las usadas en interfaces fisicas entre dispositivos locales, a través de
redes terrestres de cable y Opticas y en varios enlaces aéreos. Los elementos fisicos que llevan tales ondas, como
enlaces por cable o inalambricos, enlaces Opticos o similares, también se pueden considerar como medios que
llevan el software. Como se usa en la presente, a menos que esté restringido a medios de "almacenamiento” no
transitorios, tangibles, los términos como "medio legible" por ordenador 0 maquina se refieren a cualquier medio que
participe en la provision de instrucciones a un procesador para su ejecucion.

Por tanto, un medio legible por maquina, tal como un coédigo ejecutable por ordenador, puede tomar
muchas formas, incluyendo, pero no limitado a, un medio de almacenamiento tangible, un medio de onda portadora
o medio de transmision fisica. Los medios de almacenamiento no volatiles incluyen, por ejemplo, discos opticos o
magnéticos, como cualquiera de los dispositivos de almacenamiento en cualquier ordenador(es) o similares, como
los que se pueden usar para implementar las bases de datos, etc. que se muestran en los dibujos. Los medios de
almacenamiento volatiles incluyen memoria dinamica, como la memoria principal de dicha plataforma
informatica. Los medios de transmisién tangibles incluyen cables coaxiales; cables de cobre y fibra &ptica,
incluyendo los cables que componen un bus dentro de un sistema informatico. Los medios de transmisiéon de onda
portadora pueden tomar la forma de senales eléctricas o electromagnéticas, u ondas acusticas o de luz, como las
generadas durante las comunicaciones de datos por radiofrecuencia (RF) o infrarrojos (IR). Las formas comunes de
medios legibles por ordenador incluyen por ejemplo: un disquete, un disco flexible, disco duro, cinta magnética,
cualquier otro medio magnético, un CD-ROM, DVD o DVD-ROM, cualquier otro medio Optico, tarjetas perforadas,
cinta de papel, cualquier otro medio de almacenamiento fisico con patrones de agujeros, una RAM, una ROM, una
PROM y una EPROM, una FLASH-EPROM, cualquier otro chip o cartucho de memoria, una onda transportadora
que transporta datos o instrucciones, cables o enlaces que transportan dicha onda portadora, o cualquier otro medio
desde el cual un ordenador pueda leer cédigo de programacion y/o datos. Muchas de estas formas de medios
legibles por ordenador pueden estar involucradas en llevar una 0 mas secuencias de una 0 mas instrucciones a un
procesador para su ejecucion.

El sistema informatico 1501 puede incluir o estar en comunicacién con una pantalla electrénica 1535 que
comprende una interfaz de usuario (Ul) 1540. La Ul puede permitir a un usuario establecer varias condiciones para
los métodos descritos en la presente, por ejemplo, PCR o condiciones de secuenciacion. Los ejemplos de Ul
incluyen, sin limitacion, una interfaz grafica de usuario (GUI) y una interfaz de usuario basada en la web.

Los métodos y sistemas de la presente divulgacion pueden implementarse por medio de uno o mas
algoritmos. Se puede implementar un algoritmo por medio de software tras la ejecucién por la unidad central de
procesamiento 1505. El algoritmo puede, por ejemplo, procesar las lecturas para generar una secuencia de
consecuencia.

La FIG. 7 ilustra esquematicamente otro sistema para analizar una muestra que comprende acidos
nucleicos de un sujeto. El sistema incluye un secuenciador, software bioinformatico y conexiéon a Internet para el
andlisis de informes mediante, por ejemplo, un dispositivo manual o un ordenador de sobremesa.

Se divulga en la presente un sistema para analizar una molécula de acidos nucleicos objetivo de un sujeto,
que comprende: una interfaz de comunicacién que recibe lecturas de secuencias de acidos nucleicos para una
pluralidad de moléculas de polinucleétidos que cubren loci genémicos de un genoma objetivo; memoria informatica
que almacena las lecturas de secuencias de acidos nucleicos para la pluralidad de moléculas de polinucleétidos
recibidas por la interfaz de comunicacién;y un procesador informatico acoplado operativamente a la interfaz de
comunicacién y la memoria y programado para (i) agrupar la pluralidad de lecturas de secuencia en familias, en
donde cada familia comprende lecturas de secuencia de uno de los polinucleétidos plantilla, (ii) para cada una de las
familias, fusionar lecturas de secuencias para generar una secuencia de consenso, (iii) designar la secuencia de
consenso en un locus genémico dado entre los loci gendmicos, y (iv) detectar en el locus genémico dado cualquiera
de las variantes genéticas entre las designaciones, la frecuencia de una alteracion genética entre las designaciones,
el numero total de designaciones;y nimero total de alteraciones entre las designaciones, en donde los loci
gendmicos corresponden a una pluralidad de genes seleccionados del grupo que consiste de ALK, APC, BRAF,
CDKN2A, EGFR, ERBB2, FBXW7, KRAS, MYC, NOTCH1, NRAS, PIK3CA, PTEN, RBI, TP53, MET, AR, ABLA1,
AKT1, ATM, CDH1, CSF1R, CTNNB1, ERBB4, EZH2, FGFR1, FGFR2, FGFR3, FLT3, GNA11, GNAQ, GNAS,
HNF1A, HRAS, IDH1, IDH2, JAK2, JAK3, KDR, KIT, MLH1, MPL, NPM1, PDGFRA, PROC, PTPN11, RET,SMAD4,
SMARCBH1, SMO, SRC, STK11, VHL, TERT, CCND1, CDK4, CDKN2B, RAF1, BRCA1, CCND2, CDK6, NF1, TP53,
ARID1A, BRCA2, CCNE1, ESR1, RIT1, GATA3, MAP2K1, RHEB, ROS1, ARAF, MAP2K2, NFE2L2, RHOA, y
NTRK1. Las diferentes variaciones de cada componente del sistema se describen a lo largo de la divulgacién dentro
de los métodos y composiciones. Estos componentes individuales y variaciones de los mismos también son
aplicables en este sistema.

4. Kits
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Kits que comprenden las composiciones como se describe en la presente. Los kits pueden ser utiles para
realizar los métodos como se describe en la presente. En la presente se divulga un kit que comprende una pluralidad
de sondas de oligonucleotidos que hibridan selectivamente con por lo menos 5, 6, 7, 8, 9, 10, 20, 30, 40 o todos los
genes seleccionados del grupo que consiste de ALK, APC, BRAF, CDKN2A, EGFR, ERBB2, FBXW7, KRAS, MYC,
NOTCH1, NRAS, PIK3CA, PTEN, RBI, TP53, MET, AR, ABL1, AKT1, ATM, CDH1, CSF1R, CTNNB1, ERBB4,
EZH2, FGFR1, FGFR2, FGFRS3, FLT3, GNA11, GNAQ, GNAS, HNF1A, HRAS, IDH1, IDH2, JAK2, JAK3, KDR, KIT,
MLH1, MPL, NPM1, PDGFRA, PROC, PTPN11, RET,SMAD4, SMARCB1, SMO, SRC, STK11, VHL, TERT, CCND1,
CDK4, CDKN2B, RAF1, BRCA1, CCND2, CDK6, NF1, TP53, ARID1A, BRCA2, CCNE1, ESR1, RIT1, GATAS,
MAP2K1, RHEB, ROS1, ARAF, MAP2K2, NFE2L2, RHOA, y NTRK1. El numero de genes a los que las sondas de
oligonucleotidos pueden hibridar selectivamente puede variar. Por ejemplo, el nimero de genes puede comprender
1,2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34,
35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, o 54. El kit puede incluir un recipiente que
incluye la pluralidad de sondas de oligonucleétidos e instrucciones para realizar cualquiera de los métodos descritos
en la presente.

Las sondas de oligonucleétidos pueden hibridar selectivamente a regiones de exones de los genes, por
ejemplo, de por lo menos 5 genes. En algunos casos, las sondas de oligonucleétidos pueden hibridar selectivamente
a por lo menos 30 exones de los genes, por ejemplo, de por lo menos 5 genes. En algunos casos, las sondas
multiples pueden hibridar selectivamente a cada uno de los por lo menos 30 exones. Las sondas que hibridan con
cada exon pueden tener secuencias que se superponen con al menos 1 otra sonda. En algunas realizaciones, las
oligosondas pueden hibridar selectivamente a regiones no codificantes de genes divulgados en la presente, por
ejemplo, regiones intrénicas de los genes. Las oligosondas también pueden hibridar selectivamente a regiones de
genes que comprenden tanto regiones exénicas como intrénicas de los genes divulgados en la presente.

Se pueden dirigir cualquier numero de exones a las sondas de oligonucledtidos. Por ejemplo, pueden
dirigirse por lo menos 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 30, 35, 40,
45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 105, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 145, 150, 155, 160, 165, 170,
175, 180, 185, 190, 195, 200, 205, 210, 215, 220, 225, 230, 235, 240, 245, 250, 255, 260, 265, 270, 275, 280, 285,
290,, 295, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1.000, 0 mé&s, exones.

El kit puede comprender por lo menos 4, 5, 6, 7 u 8 adaptadores de bibliotecas diferentes que tienen
distintos codigos de barras moleculares distintos y cédigos de barras de muestra idénticos. Los adaptadores de
bibliotecas pueden no ser adaptadores de secuenciacion. Por ejemplo, los adaptadores de bibliotecas no incluyen
secuencias de células de flujo o secuencias que permiten la formacion de giros de horquilla para la
secuenciacion. Las diferentes variaciones y combinaciones de codigos de barras moleculares y cédigos de barras de
muestra se describen a lo largo de la presente y son aplicables al kit. Ademas, en algunos casos, los adaptadores no
son adaptadores de secuenciacion. Adicionalmente, los adaptadores provistos con el kit pueden comprender
también adaptadores de secuenciaciéon. Un adaptador de secuenciacion puede comprender una secuencia que
hibrida con uno o mas cebadores de secuenciacion. Un adaptador de secuenciacion puede comprender ademas una
secuencia que se hibrida con un soporte sélido, por ejemplo, una secuencia de células de flujo. Por ejemplo, un
adaptador de secuencia puede ser un adaptador de células de flujo. Los adaptadores de secuenciacion pueden
unirse a uno 0 ambos extremos de un fragmento de polinucleétido. En algunos casos, el kit puede comprender por lo
menos 8 adaptadores de bibliotecas diferentes que tienen cédigos de barras moleculares distintos y cddigos de
barras de muestra idénticos. Los adaptadores de bibliotecas pueden no ser adaptadores de secuenciacion. El kit
puede incluir ademas un adaptador de secuenciacion que tiene una primera secuencia que hibrida selectivamente a
los adaptadores de biblioteca y una segunda secuencia que hibrida selectivamente a una secuencia de células de
flujo. En otro ejemplo, un adaptador de secuenciacién puede tener forma de horquilla. Por ejemplo, el adaptador con
forma de horquilla puede comprender una parte de cadena doble complementaria y una parte de giro, donde la parte
de cadena doble se puede unir (por ejemplo, ligar) a un polinucleétido de cadena doble. Los adaptadores de
secuenciacion con forma de horquilla pueden unirse a ambos extremos de un fragmento de polinucleétido para
generar una molécula circular, que puede secuenciarse multiples veces. Un adaptador de secuenciacion puede ser
de hasta 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37,
38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68,
69, 70, 71, 72,73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99,
100,0 mas bases de extremo a extremo. El adaptador de secuenciacién puede comprender 20-30, 20-40, 30-50, 30-
60, 40-60, 40-70, 50-60, 50-70, bases de extremo a extremo.En un ejemplo particular, el adaptador de
secuenciacion puede comprender 20-30 bases de extremo a extremo.En otro ejemplo, el adaptador de
secuenciacion puede comprender 50-60 bases de extremo a extremo. Un adaptador de secuenciacién puede
comprender uno o mas cddigos de barras. Por ejemplo, un adaptador de secuenciacion puede comprender un
codigo de barras de muestra. EIl codigo de barras de muestra puede comprender una secuencia
predeterminada. Los codigos de barras de muestra se pueden usar para identificar la fuente de los
polinucleétidos. El codigo de barras de muestra puede ser de por lo menos 1, 2, 3,4, 5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, o mas (o cualquier longitud como se describe a lo largo de la presente)
bases de acidos nucleicos, por ejemplo, por lo menos 8 bases. El cédigo de barras puede ser de secuencias
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contiguas o no contiguas, como se ha descrito con anterioridad.

Los adaptadores de bibliotecas pueden tener extremos romos y forma de Y, y pueden tener menos de o
igual a 40 bases de acidos nucleicos de longitud. Pueden encontrarse otras variaciones de la misma en la presente
y son aplicables al kit.

EJEMPLOS

Ejemplo 1. Métodos para deteccion de variacion del nUmero de copias

Recogida de sangre

Se recogen muestras de sangre de 10-30 ml a temperatura ambiente. Las muestras se centrifugan para
eliminar células. El plasma se recoge tras la centrifugacion.

Extracciéon de ADNcf

La muestra se somete a digestion con proteinasa K. EIl ADN se precipita con isopropanol. EI ADN se
captura en una columna de purificacion de ADN (por ejemplo, un QlAamp DNA Blood Mini Kit) y se eluye en una
solucion de 100 pl. Los ADN por debajo de 500 pb se seleccionan con captura de perlas magnéticas Ampure SPRI
(PEG/sal). La produccion resultante se suspende en 30 ul de H20. Se verifica la distribucion por tamafo (pico
principal = 166 nucleotidos, pico menor = 330 nucledtidos) y se cuantifica. 5 ng de ADN extraido contienen
aproximadamente 1700 equivalentes de genoma haploide ("HGE"). La correlacion general entre la cantidad de ADN
y HGE es la siguiente: 3 pg DNA = 1 HGE; 3 ng DNA = 1K HGE; 3 mg DNA = 1M HGE; 10 pg DNA =3
HE; 10 pg DNA = 3K HGE; 10 mg DNA = 3M HGE

Preparacion de biblioteca de "Molécula Unica"

Se realiza etiquetado de ADN de alta eficacia (> 80%) se realiza por reparacion y ligacién de extremos
romos con 8 octémeros diferentes (es decir, 64 combinaciones) con adaptadores de horquilla sobrecargados. Se
usan 2,5 ng de ADN (es decir, aproximadamente 800 HGE) como material de partida. Cada adaptador de horquilla
comprende una secuencia aleatoria en su parte no complementaria. Ambos extremos de cada fragmento de ADN se
unen con adaptadores de horquilla. Cada fragmento etiquetado puede identificarse por la secuencia aleatoria en los
adaptadores de horquilla y una secuencia endégena 10 p en el fragmento.

El ADN marcado se amplifica por 10 ciclos de PCR para producir aproximadamente 1 -7 ug de ADN que
contienen aproximadamente 500 copias de cada uno de los 800 HGE en el material de partida.

Pueden realizarse optimizacion del tampoén, optimizacién de la polimerasa y reduccién del ciclo para
optimizar las reacciones de PCR. El sesgo de amplificacion, por ejemplo, el sesgo no especifico, el sesgo GC y/o el
sesgo de tamafo también se reducen por optimizacién. El ruido(s) (por ejemplo, errores introducidos por la
polimerasa) se reducen mediante el uso de polimerasas de alta fidelidad.

La Biblioteca puede prepararse usando métodos Verniata o Sequenom.

Las secuencias se pueden enriquecer como sigue: los ADNs con regiones de interés (ROI) se capturan
usando perlas etiquetadas con biotina con sonda a ROlIs. Los ROIls se amplifican con 12 ciclos de PCR para generar
una amplificacion de 2000 veces. El ADN resultante se desnaturaliza y diluye a 8 pM y se carga en un secuenciador
lllumina.

Secuenciacion masivamente paralela

Se usa del 0,1 al 1% de la muestra (aproximadamente 100 pg) para la secuenciacion.

Bioinformatica digital

Las lecturas de secuencia se agrupan en familias, con aproximadamente 10 lecturas de secuencia en cada
familia. Las familias se colapsan en secuencias de consenso por votacion (por ejemplo, votacién sesgada) de cada
posicion en una familia. Se designa una base para la secuencia de consenso si 8 6 9 miembros los confirman. No se
designa una base para una secuencia de consenso si no mas del 60% de los miembros lo confirman.

Las secuencias de consenso resultantes se mapean para un genoma de referencia. Cada base en una

secuencia de consenso esta cubierta por aproximadamente 3000 familias diferentes. Se calcula un puntaje de
calidad para cada secuencia y las secuencias se filtran en base a sus puntuaciones de calidad.
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La variaciéon de secuencia se detecta contando la distribucion de bases en cada locus. Si el 98% de las
lecturas tienen la misma base (homocigotos) y el 2% tienen una base diferente, es probable que el locus tenga una
variante de secuencia, presumiblemente de ADN del cancer.

La CNV se detecta contando el numero total de secuencias (bases) que mapean para un locus y
comparando con un locus de control. Para aumentar la deteccion de CNV, el andlisis de CNV se realiza en regiones
especificas, incluyendo las regiones en los genes ALK, APC, BRAF, CDKN2A, EGFR, ERBB2, FBXW?7, KRAS,
MYC, NOTCH1, NRAS, PIK3CA, PTEN, RBI, TP53, MET, AR, ABL1, AKT1, ATM, CDH1, CSF1R, CTNNB1, ERBB4,
EZH2, FGFR1, FGFR2, FGFRS3, FLT3, GNA11, GNAQ, GNAS, HNF1A, HRAS, IDH1, IDH2, JAK2, JAK3, KDR, KIT,
MLH1, MPL, NPM1, PDGFRA, PROC, PTPN11, RET,SMAD4, SMARCB1, SMO, SRC, STK11, VHL, TERT, CCND1,
CDK4, CDKN2B, RAF1, BRCA1, CCND2, CDK6, NF1, TP53, ARID1A, BRCA2, CCNE1, ESR1, RIT1, GATAS,
MAP2K1, RHEB, ROS1, ARAF, MAP2K2, NFE2L2, RHOA, o NTRK1

Ejemplo 2. Método Para Corregir la Designacion de Bases Determinando el Numero Total de Molécula No
vistas en una Muestra

Después de que los fragmentos se han amplificado y las secuencias de fragmentos amplificados se han
leido y alineado, los fragmentos se someten a una designacién de bases. Las variaciones en el nimero de
fragmentos amplificados y fragmentos amplificados no vistos pueden introducir errores en la designacion de
bases. Estas variaciones se corrigen al calcular el nimero de fragmentos amplificados no vistos.

Cuando se designan las bases para el locus A (un locus arbitrario), se asume en primer lugar que hay N
fragmentos amplificados. Las lecturas de secuencia pueden provenir de dos tipos de fragmentos: fragmentos de
cadena doble y fragmentos de cadena sencilla. Lo siguiente es un ejemplo tedrico del célculo del nimero total de
moléculas no vistas en una muestra.

N es el numero total de moléculas en la muestra.

Suponiendo que 1000 es el nimero de diplex detectados.

Suponiendo que 500 es el nimero de moléculas de cadena sencilla detectadas.
P es la probabilidad de ver una cadena.

Q es la probabilidad de no detectar una cadena

Donde Q=1 -P.
1000 = NP(2).
500 = N2PQ.

1000/ P(2) = N.
500:2 PQ = N.
1000/ P(2) = 500=2PQ.
1000 * 2 PQ = 500 P(2).
2000 PQ = 500 P(2).
2000 Q = 500 P.
2000 (1-P) = 500P
2000-2000 P = 500P.

2000 = 500P + 2000 P.

2000 = 2500 P.
2000+2500 = P.
0.8=P.
1000/ P(2) = N.
1000+0.64 = N.
1562 = N.

Numero de fragmentos no vistos = 62.
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Ejemplo 3. Identificacion de variantes genéticas en variantes somaticas asociadas con el cancer en un
paciente

Se usa un ensayo para analizar un panel de genes para identificar variantes genéticas en variantes
somaticas asociadas con el cancer con alta sensibilidad.

Se extrae ADN libre de células del plasma de un paciente y se amplifica por PCR. Las variantes genéticas
se analizan por secuenciacién masivamente paralela de los genes objetivo amplificados. Para un conjunto de genes,
se secuencian todos los exones, ya que dicha cobertura de secuenciacion ha demostrado tener utilidad clinica
(Tabla 1). Para otro conjunto de genes, la cobertura de secuenciaciéon incluyé aquellos exones que se habia
informado previamente tenian una mutacion somatica (Tabla 2). El alelo mutante detectable minimo (limite de
deteccion) depende de la concentracion de ADN libre de células de la muestra del paciente, que varié en menos de
10 a mas de 1.000 equivalentes gendmicos por ml de sangre periférica. La amplificacién puede no detectarse en
muestras con cantidades menores de ADN libre de células y/o amplificacion de copias de genes de bajo
nivel. Ciertas caracteristicas de las muestras o variantes dieron como resultado una sensibilidad analitica reducida,
como una calidad de la muestra baja o una recoleccién inadecuada.

El porcentaje de variantes genéticas encontradas en el ADN libre de células que circula en la sangre esta
relacionado con la biologia tumoral Unica de este paciente. Factores que afectaron a la cantidad/porcentajes de
variantes genéticas detectadas en el ADN libre de células circulante en la sangre incluyen crecimiento tumoral,
conversion, tamano, heterogeneidad, vascularizacién, progresiéon de la enfermedad o tratamiento. La Tabla 3 anota
el porcentaje, o frecuencia de alelos, de ADN libre de células circulante alterado (% de ADNcf detectado en este
paciente. Algunas de las variantes genéticas detectadas se enumeran en orden descendente por % de ADNCcf.

Se detectan variantes genéticas en el ADN libre de células circulante aislado de la muestra de sangre de
este paciente. Estas variantes genéticas son variantes somaticas asociadas con el cancer, algunas de las cuales se
han asociado con una respuesta clinica o aumentada o reducida para el tratamiento especifico. Las "Alteraciones
Menores" se definen como aquellas alteraciones detectadas a menos del 10% de la frecuencia de alelos de las
"Alteraciones Mayores". Se anotan las frecuencias de alelos detectadas de estas alteraciones (Tabla 3) y los
tratamientos asociados para este paciente.

Todos los genes enumerados en las Tablas 1 y 2 se analizan como parte de la prueba Guardant360™. La
amplificacion no se detecta para ERBB2, EGFR o MET en el ADN libre de células circulante aislado de la muestra de
sangre de este paciente.

Los resultados de las pruebas del paciente que comprenden las variantes genéticas se enumeran en la

Tabla 4.
Tabla 1. Genes en los que se secuencian todos los exones
GENES EN LOS QUE SE SECUENCIAN TODOS LOS EXONES
ALK <0.1% APC <0.1%
AR <0.1% BRAF <0.1%
CDKN2A <0.1% EGFR <0.1%
ERBB2 <0.1% FBXW?7 <0.1%
KRAS <0.1% MET <0.1%
MYC <0.1% NOTCH1 <0.1%
NRAS <0.1% PIK3CA <0.1%
PTEN <0.1% PROC <0.1%
RB1 <0.1% TP53 <0.1%
LOD: Limite de Deteccién. La frecuencia de alelos mutantes minima detectable para este espécimen en la que se
detectan el 80% de las variantes somaticas.
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Tabla 2. Genes en los que se secuencian exones con una mutacién somatica informada anteriormente

GENES EN LOS QUE SE SECUENCIAN EXONES CON UNA MUTACION SOMATICA INFORMADA
ANTERIORMENTE
ABLA1 <0.1% AKT1 <0.1%
ATM <0.1% CDH1 <0.1%
CSF1R <0.1% CTNNBH1 <0.1%
ERBB4 <0.1% EZH2 <0.1%
FGFR1 <0.1% FGFR2 <0.1%
FGFR3 <0.1% FLT3 <0.1%
GNA11 <0.1% GNAQ <0.1%
GNAS <0.1% HNF1A <0.1%
HRAS <0.1% IDH1 <0.1%
IDH2 <0.1% JAK2 <0.1%
JAK3 <0.1% KDR <0.1%
KIT <0.1% MLH1 <0.1%
MPL <0.1% NPM1 <0.1%
PDGFRA <0.1% PTPN11 <0.1%
RET <0.1% SMAD4 <0.1%
SMARCB1 <0.1% SMO <0.1%
SRC <0.1% STK11 <0.1%
TERT <0.1% VHL <0.1%
LOD: Limite de Deteccion. La frecuencia de alelos mutantes minima detectable para este espécimen en la que
se detectan el 80% de las variantes somaticas.

Tabla 3. Frecuencia de alelos de ADN libre de células circulante alterado detgctado en este paciente

Gen | % de ADNc

BRAF V600E 8.9%
NRAS Q61K 6.2%
JAK2 V617F 1.5%
Leyenda:

% de ADNcf: Frecuencia de alelos de alteracion genémica observada en el ADN libre de células circulante de este paciente
I /DN li.bre de células con alteragiones.
ik ADN libre de células sin alteraciones.
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Ejemplo 4. Determinacion de limites especificos del paciente de deteccion de genes analizados por ensayos
Guardant360™

Usando el método del Ejemplo 3, se detectan alteraciones genéticas en el ADN libre de células de un
paciente. Las lecturas de secuencias de estos genes incluyen secuencias de exones y/o intrones.

Los limites de deteccion de la prueba se muestran en la Tabla 5. Los limites de los valores de deteccién
dependen de la concentracion de ADN libre de células y de la cobertura de secuenciacion para cada gen.

Tabla 5. Limites de Deteccién de genes seleccionados en una paciente usando Guardant
Cobertura de Exones Completa y de Intrones Parcial

APC 0.1% AR”* 0.2% ARID1A

BRAF * 0.1% BRCA1 BRCA2

CCND1 * CCND2 * CCNE1*

CDK4 ~ CDK®6 * CDKN2A 0.1%
CDKN2B EGFR* <0.1% ERBB2 * 0.1%
FGFR1* <0.1% FGFR2 * 0.1% HRAS 0.1%
KIT * 0.1% KRAS * 0.1% MET * 0.1%
MYC * 0.1% NF1 NRAS 0.1%
PDGFRA * 0.1% PIK3CA * 0.1% PTEN 0.1%
RAF1 * TP53 0.1%

Exones Cubiertos con Mutaciones Somaticas Informadas

AKT1 0.1% ALK <0.1% ARAF
ATM 0.1% CDH1 0.1% CTNNB1 0.1%
ESR1 EZH2 0.1% FBXW7 0.1%
FGFR3 0.1% GATA3 GNA11 0.1%
GNAQ 0.1% GNAS 0.1% HNF1A 0.1%
IDH1 0.1% IDH2 0.1% JAK2 0.1%
JAK3 0.1% MAP2KA1 MAP2K2
MLH1 0.1% MPL 0.2% NFE2L2
NOTCH1 0.1% NPM1 0.1% PTPN11 0.1%
RET 0.1% RHEB RHOA
RITAH ROS1 SMAD4 0.1%
SMO 0.1% SRC <0.1% STK11 0.2%
TERT 0.1% VHL 0.2%

Fusiones
ALK <0.1% RET 0.1% ROS1
NTRK1

LOD: Limite de Deteccion. La frecuencia de alelos mutantes minima detectable para este espécimen en la que se
detectan el 80% de las variantes somaticas. * indica genes de CNV

Ejemplo 5. Correccion de Errores de Secuencia Comparando Secuencias de Watson y de Crick

El ADN libre de células de cadena doble se aisla del plasma de un paciente. Los fragmentos de ADN libre
de células se etiquetan usando 16 adaptadores que contienen burbujas diferentes, cada uno de los cuales
comprende un cédigo de barras distintivo. Los adaptadores que contienen burbujas estan unidos a ambos extremos
de cada fragmento de ADN libre de células por ligacién. Después de la ligacion, cada fragmento de ADN libre de
células puede identificarse distintivamente por la secuencia de los distintos cddigos de barras y dos 20 pb de
secuencias enddgenas en cada extremo del fragmento de ADN libre de células.

40



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2822 125713

Los fragmentos de ADN libre de células etiquetados se amplifican por PCR. Los fragmentos amplificados se
enriquecen usando perlas que comprenden sondas de oligonucledtidos que enlazan especificamente a un grupo de
genes asociados con el cancer. Por lo tanto, los fragmentos de ADN libre de células del grupo de genes asociados
con el cancer se enriquecen selectivamente.

Los adaptadores de secuenciacion, cada uno de los cuales comprende un sitio de enlace al cebador de
secuenciacion, un cédigo de barras de muestra y una secuencia de flujo de células, estan unidos a las moléculas de
ADN enriquecido. Las moléculas resultantes se amplifican por PCR.

Se secuencian ambas cadenas de los fragmentos amplificados. Como cada adaptador que contiene
burbujas comprende una parte no complementaria (por ejemplo, la burbuja), la secuencia de una cadena del
adaptador que contiene burbujas es diferente de la secuencia de la otra cadena (complemento). Por lo tanto, las
lecturas de secuencias de amplicones derivados de la cadena Watson de un ADN libre de células original pueden
distinguirse de los amplicones de la cadena de Crick del ADN libre de células original por las secuencias
adaptadoras que contienen burbujas unidas.

Las lecturas de secuencia de una cadena de un fragmento de ADN libre de células original se comparan
con las lecturas de secuencia de la otra cadena del fragmento de ADN libre de células original. Si se produce una
variante en solo las lecturas de secuencias de una cadena, pero no la otra cadena, del fragmento de ADN libre de
células original, esta variante se identificara como un error (por ejemplo, resultado de un PCR y/o amplificacién), en
lugar de una variante genética verdadera.

Las lecturas de secuencia se agrupan en familias. Se corrigen los errores en las lecturas de secuencias. La
secuencia de consenso de cada familia se genera por colapso.

Aunque en la presente se han mostrado y descrito las realizaciones preferidas de la presente invencion,
sera obvio para los expertos en la técnica que tales realizaciones se proporcionan solamente a modo de ejemplo. No
se pretende que la invencién esté limitada por los ejemplos especificos proporcionados en la especificacién. Aunque
la invencién se ha descrito con referencia a la especificacion anteriormente mencionada, las descripciones e
ilustraciones de las realizaciones en la presente no deben interpretarse en un sentido limitativo. Se pretende que las
reivindicaciones siguientes definan el alcance de la invencién.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para determinar una medida cuantitativa indicativa de una serie de moléculas de &cido
desoxirribonucleico (ADN) de cadena doble individuales en una muestra, que comprende:

(a) determinar una medida cuantitativa de moléculas de ADN individuales para las que se detectan ambas
cadenas;

(b) determinar una medida cuantitativa de moléculas de ADN individuales para las que solo se detecta una de
las cadenas de ADN;

(c) inferir de (a) y (b) anteriores una medida cuantitativa de moléculas de ADN individuales para las cuales no
se detectd ninguna cadena; y

(d) usar (a)-(c) para determinar la medida cuantitativa indicativa de una serie de moléculas de ADN de
cadena doble individuales en la muestra;

en donde determinar una medida cuantitativa de moléculas de ADN individuales comprende: (i) etiquetar dichas
moléculas de ADN con un conjunto de etiquetas duplex que etiquetan de manera diferente cadenas
complementarias de una molécula de ADN de cadena doble en dicha muestra para proporcionar cadenas
etiquetadas; y (ii) secuenciar por lo menos algunas de dichas cadenas etiquetadas para producir un conjunto de
lecturas de secuencia.

2. El método de la reivindicacién 1, que comprende ademas detectar la variacién del nimero de copias en dicha
muestra determinando una medida cuantitativa normalizada determinada en el paso (d) en uno o mas loci genéticos
y determinando la variacion del nimero de copias en base a la medida normalizada.

3. El método de la reivindicacién 1 o la reivindicacion 2, que comprende ademas clasificar lecturas de secuencia en
lecturas emparejadas y lecturas no emparejadas, en donde (i) una lectura emparejada corresponde a lecturas de
secuencia generadas a partir de una primera cadena etiquetada y una segunda cadena complementaria etiquetada
de manera diferente derivada de un molécula de polinucleétidos de cadena doble, y (ii) una lectura no emparejada
representa una primera cadena etiquetada que no tiene una segunda cadena complementaria etiquetada de manera
diferente derivada de una molécula de polinucleétido de cadena doble representada entre dichas lecturas de
secuencia en dicho conjunto de lecturas de secuencia.

4. El método de la reivindicacion 3, que comprende ademas determinar medidas cuantitativas de (i) dichas lecturas
emparejadas y (i) dichas lecturas no emparejadas que mapean uno o mas loci genéticos para determinar una
medida cuantitativa del total de moléculas de ADN cadena doble en dicha muestra que mapea dichos uno o mas loci
genéticos en base a dicha medida cuantitativa de lecturas emparejadas y lecturas no emparejadas que mapean un
locus.

5. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que las moléculas de ADN de cadena doble
comprenden ADNCcf.

6. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que las etiquetas duplex son etiquetas de cadena
doble que tienen forma de Y con una porcion hibridada en un extremo de la etiqueta y una porcion no hibridada esta
en el extremo opuesto de la etiqueta.

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que las etiquetas duplex contienen cédigos de
barras moleculares, opcionalmente en el que el etiquetado se produce en una reaccion Unica y da como resultado
que mas del 50% de las moléculas de ADN se etiqueten en ambos extremos.

8. El método de la reivindicacion 7, en el que las moléculas de ADN en la muestra estan etiquetadas de manera no
Unica, opcionalmente en el que el nimero de codigos de barras moleculares diferentes no es mayor de 100, 50, 40,
30, 20 o 10 cédigos de barras moleculares.

9. El método de cualquiera de las reivindicaciones 7 a 8, en donde el método comprende ademas reducir o hacer un
seguimiento de la redundancia en las lecturas de secuencia para determinar lecturas de consenso que son
representativas de cadenas sencillas del ADN original, opcionalmente en donde el método para reducir o hacer un
seguimiento de la redundancia comprende comparar lecturas de secuencia que tienen los mismos cédigos de barras
moleculares o unos similares y el mismo o similar final de secuencias.

10. El método de cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9, en donde el método comprende ademas agrupar las
lecturas de secuencia de acuerdo con los cédigos de barras moleculares y la informacion de secuencia,
opcionalmente en donde el agrupamiento se realiza desde por lo menos un extremo del ADN original para crear
agrupaciones de lecturas de cadena sencilla.
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11. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que la muestra se deriva de sangre, plasma, suero,
orina, saliva, excreciones de mucosa, esputo, heces, liquido cefalorraquideo, piel, cabello, sudor y/o lagrimas.

12. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que la muestra se deriva de un sujeto que se
sospecha que tiene una enfermedad, opcionalmente en donde la enfermedad es cancer.

13. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en donde el método comprende ademas enriquecer
selectivamente un subconjunto del ADN etiquetado, opcionalmente en donde el enriquecimiento selectivo se realiza
mediante técnicas de hibridacién o amplificacion.

14. El método de la reivindicacién 13, en el que el enriquecimiento selectivo se realiza por hibridacion usando un
soporte sélido, opcionalmente en donde el soporte sélido comprende sondas que hibridan especificamente con
regiones genémicas asociadas con cancer.

15. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en donde el método comprende ademas analizar las
secuencias de nucledtidos con un procesador informatico programado para identificar una o mas alteraciones
genéticas en la muestra de nucleétidos de un sujeto, opcionalmente en donde la una o mas alteraciones genéticas
se selecciona de la lista que comprende cambio(s) de base, insercion(es), repeticién(es), supresion(es),
variacion(es) del numero de copias, modificacion(es) epigenética, sitio(s) de uniéon de nucleosomas, cambio(s) de
numero de copias debido a origen(es) de replicacion y transversién(es).
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Extraer y aislar polinucleotidos libres de
células de fluido corporal

N 102

Etiquetar polinucleotidos de cadena doble con
etiquetas duplex (etiqueta de cadena de “Watson”
distinguible de etiqueta de cadena de “Crick”)

Generar lecturas de secuencia para cadenas
de polinucledtidos etiquetados

Reducir y/o rastrear redundancia de lecturas
para corresponder a cadenas originales

Mapear lecturas para locus o loci seleccionados en genoma

N

Agrupar lecturas en “Parejas” y “Singletes”

- las Parejas son lecturas de cadenas complementarias
de polinucledtidos de cadena doble originales

-- los Singletes son lecturas para cuando no hay

lectura de secuencia de la cadena complementaria

de la molécula de cadena doble original

v

Determinar la medida cuantitativa de Parejas y
Singletes que mapean para cada locus selecciona-
do (también opcionalmente profundidad de
lectura de cadenas emparejadas y desemparejadas)

y

Estimar numero de polinucle6tidos no vistos en
poblacion original que mapea para cada locus

\

Estimar numero de polinucleo6tidos Total en

Estimar Variacion de Miembro de Copias en cada locus

\ 104

106

108

110

112

114

116

poblacion original que mapea para cada locus \
118

Fig. 1
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Colapso para la
Secuencia de Consenso

Correcion de
Complementos

Pareja

Lecturas de Secuencias
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Proporcionar polinucledtidos libres de células
de fluido corporal de (a) una muestra de prueba

— 802

y (b) una muestra de control

Etiquetar polinucleoétidos. La etiqueta incluye un
identificador de fuente (prueba o control) y,
opcionalmente , un identificador adicional
(opcionalmente con etiquetas duplex).Los
polinucleodtidos pueden etiquetarse de manera unica
0 No unica

/ 804

806

Agrupar polinucleotidos de prueba etiquetados
y de control etiquetados a la proporcion deseada

(habitualmente mayor cantidad de prueba)

Generar lecturas de secuencia a partir de los
polinucleétidos de prueba y control agrupados

/ 808

, 810
Reducir y/o rastrear redundancia de lecturas para /

corresponder a moléculaslecturas originales

Cuantificar moléculas originales de cada uno del
mapeo de prueba y control para uno o mas loci
genéticos. (Puede incluir normalizar frente a
locus de referencia)

/ 812

N\

Estimar variacion del numero de copias en cada
locus como una funcion de la comparacion prueba:control

_— 814

Fig. 8
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