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DESCRIPCION
Deteccién de metilacién de nucleétidos en acidos nucleicos
Antecedentes

La existencia de modificaciones de bases en acidos nucleicos varia en diferentes organismos que incluyen virus,
bacterias, plantas, hongos, nematodos, insectos y vertebrados (por ejemplo, humanos), etc. Las modificaciones de
bases méas comunes son la adiciéon de un grupo metilo a diferentes bases de ADN en diferentes posiciones, lo que se
denomina metilacién. Se ha encontrado metilacién en citosinas, adeninas, timinas y guaninas, tales como 5mC (5-
metilcitosina), 4mC (N4-metilcitosina), 5ShmC (5-hidroximetilcitosina), SfC (5-formilcitosina), ScaC (5-carboxilcitosina),
1TmA (N1-metiladenina), 3mA (N3-metiladenina), 7mA (N7-metiladenina), 3mC (N3-metilcitosina), 2mG (N2-
metilguanina), 6mG (06-metilguanina), 7mG (N7-metilguanina), 3mT (N3-metiltimina), y 4mT (O4-metiltimina). En los
genomas de vertebrados, 5mC es el tipo mas comin de metilacién de bases, seguido por el de guanina (es decir, en
el contexto CpG).

La metilacién del ADN es esencial para el desarrollo de los mamiferos y tiene funciones notables en la expresién y
silenciamiento de genes, desarrollo embrionario, transcripcién, estructura de la cromatina, inactivacién del cromosoma
X, proteccién contra la actividad de los elementos repetitivos, mantenimiento de la estabilidad gendémica durante la
mitosis y regulacién de la impronta genémica del progenitor de origen.

La metilacién del ADN desempefia muchas funciones importantes en el silenciamiento de promotores y potenciadores
de manera coordinada (Robertson, 2005; Smith and Meissner, 2013). Se ha encontrado que muchas enfermedades
humanas se asocian con aberraciones de la metilacién del ADN, que incluyen, pero no se limitan a, el proceso de
carcinogénesis, trastornos de impronta (por ejemplo sindrome de Beckwith-Wiedemann y sindrome de Prader-Willi),
enfermedades de inestabilidad repetida (por ejemplo sindrome de X fragil), trastornos autoinmunitarios (por ejemplo
lupus eritematoso sistémico), trastornos metabdlicos (por ejemplo diabetes tipo | y tipo Il), trastornos neurolégicos,
envejecimiento, etc.

La medicién precisa de la modificacion metilémica en moléculas de ADN tendria numerosas implicaciones clinicas. Un
método ampliamente utilizado para medir la metilaciéon del ADN es a través del uso de secuenciacién con bisulfito (BS-
seq) (Lister et al., 2009; Frommer et al., 1992). En este enfoque, las muestras de ADN se tratan primero con bisulfito,
que convierte la citosina no metilada (es decir, C) a uracilo. Por el contrario, la citosina metilada permanece sin
cambios. Luego, el ADN modificado con bisulfito se analiza mediante secuenciacion del ADN. En otro enfoque,
después de la conversién con bisulfito, el ADN modificado se somete a amplificacién por reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) utilizando cebadores que pueden diferenciar el ADN convertido con bisulfito de diferentes perfiles
de metilacion (Herman et al., 1996). Este ultimo enfoque se denomina PCR especifica de metilacién.

Una desventaja de dichos enfoques basados en bisulfito es que se ha informado que la etapa de conversién con
bisulfito degrada significativamente la mayoria del ADN tratado (Grunau, 2001). Otra desventaja es que la etapa de
conversion de bisulfito crearia fuertes sesgos de CG (Olova et al., 2018), lo que resultaria en la reduccién de las
relaciones sefial-ruido normalmente para mezclas de ADN con estados de metilacion heterogéneos. Ademés, la
secuenciacion con bisulfito no podria secuenciar moléculas de ADN largas debido a la degradacién del ADN durante
el tratamiento con bisulfito. Por tanto, subsiste la necesidad de determinar la modificacion de las bases de los acidos
nucleicos, sin amplificacién quimica previa (por ejemplo, conversién con bisulfito) ni de &cidos nucleicos (por ejemplo,
utilizando la PCR).

Breve resumen

Hemos desarrollado un nuevo método que permite la deteccién de una metilacién de un nucleétido en una molécula
de &cido nucleico, como se establece en la reivindicacién independiente 1 adjunta. Las caracteristicas preferidas se
establecen en las reivindicaciones dependientes adjuntas.

El método se puede utilizar para la deteccién de metilacién, tal como 5mC en acidos nucleicos sin pretratamiento de
ADN de plantilla, tales como conversiones enziméticas y/o quimicas, o unién a proteinas y/o anticuerpos. Si bien dicho
pretratamiento del ADN de plantilla no es necesario para la determinacién de las metilaciones, en los ejemplos que se
muestran, cierto pretratamiento (por ejemplo, digestién con enzimas de restriccién) puede servir para potenciar
aspectos de la invencién (por ejemplo, permitir el enriquecimiento de sitios CpG para analizar). Las realizaciones
presentes en esta divulgacion se podrian utilizar para detectar diferentes tipos de modificaciéon de bases, por ejemplo,
que incluyen, pero no se limitan a, 4mC, 5hmC, SfC y ScaC, 1mA, 3mA, 7mA, 3mC, 2mG, 6mG, 7mG, 3mT. y 4mT,
etc. Dichas realizaciones pueden hacer uso de caracteristicas derivadas de la secuenciacién, tales como
caracteristicas cinéticas, que se ven afectadas por las diversas metilaciones, asi como una identidad de nucledtidos
en una ventana alrededor de una posicién diana cuyo estado de metilacién se determina.

Las realizaciones de la presente invencién se pueden utilizar para, pero no se limitan a, la secuenciacién de Unica
molécula. Un tipo de secuenciacién de Unica molécula es la secuenciacién en tiempo real de Unica molécula en la que
el progreso de la secuenciacién de Unica molécula de ADN se monitoriza en tiempo real. Un tipo de secuenciacién en
tiempo real de UGnica molécula es la comercializada por Pacific Biosciences utilizando su sistema de Molécula Unica
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en Tiempo Real (SMRT). Los métodos pueden utilizar la anchura de pulso de una sefial de las bases de secuenciacién,
la duracién interpulso (IPD) de las bases y la identidad de las bases para detectar una metilacién en una base o en
una base vecina. Otro sistema de una Unica molécula es el basado en la secuenciacién de nanoporos. Un ejemplo de
sistema de secuenciacién de nanoporos es el comercializado por Oxford Nanopore Technologies.

Los métodos que hemos desarrollado pueden servir como herramientas para detectar metilaciones en muestras
biolégicas para evaluar los perfiles de metilacién en las muestras para diversos fines que incluyen, pero no se limitan
a, fines de investigacién y diagnéstico. Los perfiles de metilacion detectados se pueden utilizar para diferentes analisis.
Los perfiles de metilacién se pueden utilizar para detectar el origen del ADN (por ejemplo, materno o fetal, de tejido,
bacteriano o ADN obtenido de células tumorales enriquecidas a partir de la sangre de un paciente con cancer). La
deteccién de perfiles de metilacién aberrantes en tejidos ayuda a identificar trastornos del desarrollo en individuos,
identificar y pronosticar tumores o neoplasias malignas.

También describimos métodos que pueden incluir el analisis de los niveles relativos de metilacién de haplotipos de un
organismo. Se puede utilizar un desequilibrio en los niveles de metilacién entre los dos haplotipos para determinar la
clasificacién de un trastorno. Un desequilibrio mayor puede indicar la presencia de un trastorno o un trastorno mas
grave. El trastorno puede incluir cancer.

Los patrones de metilacién en una Unica molécula pueden identificar ADN quimérico y hibrido. Las moléculas
quiméricas e hibridas pueden incluir secuencias de dos genes, cromosomas, organulos (por ejemplo, mitocondrias,
ndcleos, cloroplastos), organismos (mamiferos, bacterias, virus, etc.) y/o especies diferentes. La deteccién de uniones
de moléculas de ADN quiméricas o hibridas puede permitir detectar fusiones genéticas para diversos trastornos o
enfermedades, que incluyen cancer, trastornos prenatales o congénitos.

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

Breve descripcién de los dibujos

La FIG. 1 ilustra la secuenciacién SMRT de moléculas que llevan modificaciones de bases.

La FIG. 2 ilustra la secuenciacién SMRT de moléculas que llevan sitios CpG metilados y no metilados.
La FIG. 3 ilustra las duraciones entre interpulsos y la anchura del pulso.

La FIG. 4 muestra un ejemplo de una ventana de medicién de la hebra de Watson de ADN para detectar una
modificacién de base de acuerdo con realizaciones de la presente invencion.

La FIG. 5 muestra un ejemplo de una ventana de medicién de la hebra de ADN de Crick para detectar una modificacion
de base.

La FIG. 6 muestra un ejemplo de una ventana de medicién al combinar datos de la hebra de ADN de Watson y su
hebra de Crick complementaria para detectar cualquier modificacién de base.

La FIG. 7 muestra un ejemplo de una ventana de medicién al combinar datos de la hebra de ADN de Watson y la hebra
de Crick de su regién cercana para detectar cualquier modificacién de base.

La FIG. 8 muestra ejemplos de ventanas de medicién de la hebra de Watson, la hebra de Crick y ambas hebras para
determinar los estados de metilacién en los sitios CpG.

La FIG. 9 muestra un procedimiento general de construccién de modelos analiticos, computacionales, mateméticos o
estadisticos para clasificar modificaciones de bases.

La FIG. 10 muestra un procedimiento general para clasificar modificaciones de bases.

La FIG. 11 muestra un procedimiento general para construir modelos analiticos, computacionales, matematicos o
estadisticos para clasificar estados de metilacién en sitios CpG utilizando muestras con estados de metilacién
conocidos de la hebra de Watson.

La FIG. 12 muestra un procedimiento general para clasificar los estados de metilacién de la hebra de Watson para
una muestra desconocida.

La FIG. 13 muestra un procedimiento general para construir los modelos analiticos, computacionales, mateméticos o
estadisticos para clasificar estados de metilacién en sitios CpG utilizando muestras con estados de metilacién
conocidos de la hebra de Crick.

La FIG. 14 muestra un procedimiento general para clasificar los estados de metilacién de la hebra de Crick para una
muestra desconocida.
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La FIG. 15 muestra un procedimiento general de construccidén de modelos estadisticos para clasificar estados de
metilacion en sitios CpG utilizando muestras con estados de metilacién conocidos de las hebras tanto de Watson como
de Crick.

La FIG. 16 muestra un procedimiento general para clasificar los estados de metilacién de una muestra desconocida
de las hebras de Watson y Crick.

Las FIG. 17Ay 17B muestran el rendimiento de un conjunto de datos de entrenamiento y un conjunto de datos de
prueba para determinar la metilacién.

La FIG. 18 muestra el rendimiento de un conjunto de datos de entrenamiento y un conjunto de datos de prueba para
determinar la metilacién.

La FIG. 19 muestra el rendimiento de un conjunto de datos de entrenamiento y un conjunto de datos de prueba a
diferentes profundidades de secuenciacién para determinar la metilacién.

La FIG. 20 muestra el rendimiento de un conjunto de datos de entrenamiento y un conjunto de datos de prueba para
diferentes hebras para determinar la metilacion.

La FIG. 21 muestra el rendimiento de un conjunto de datos de entrenamiento y un conjunto de datos de prueba para
diferentes ventanas de medicién para determinar la metilacion.

La FIG. 22 muestra el rendimiento de un conjunto de datos de entrenamiento y un conjunto de datos de prueba para
diferentes ventanas de medicion utilizando bases en direccién descendente solo para determinar la metilacién.

La FIG. 23 muestra el rendimiento de un conjunto de datos de entrenamiento y un conjunto de datos de prueba para
diferentes ventanas de medicién utilizando bases en direccién ascendente solo para determinar la metilacién.

La FIG. 24 muestra el rendimiento del analisis de metilacién utilizando patrones cinéticos asociados con bases en
direccién descendente y en direccién ascendente utilizando tamafios de flanqueo asimétricos en el conjunto de datos
de entrenamiento.

La FIG. 25 muestra el rendimiento del analisis de metilacién utilizando patrones cinéticos asociados con bases en
direccién descendente y en direccién ascendente utilizando tamafios de flanqueo asimétricos en el conjunto de datos
de prueba.

La FIG. 26 muestra la importancia relativa de las caracteristicas con respecto a la clasificacién de los estados de
metilacién en los sitios CpG.

La FIG. 27 muestra el rendimiento del anélisis IPD basado en motivos para la deteccién de metilacidén sin utilizar la
sefial de anchura de pulso.

La FIG. 28 es un grafico de una técnica de anélisis de componentes principales que utiliza 2 nt en direccién ascendente
y 6 nt en direccién descendente de una citosina que se somete a analisis de metilacién.

La FIG. 29 es un grafico de una comparacién de rendimiento entre un método que utiliza anélisis de componentes
principales y un método que utiliza una red neuronal convolucional.

La FIG. 30 muestra el rendimiento de un conjunto de datos de entrenamiento y un conjunto de datos de prueba para
diferentes modelos analiticos, computacionales, mateméticos o estadisticos que utilizan bases en direccién
ascendente solo para determinar la metilacién.

La FIG. 31A muestra un ejemplo de un enfoque para generar moléculas con adeninas no metiladas mediante
amplificaciéon del genoma completo.

La FIG. 31B muestra un ejemplo de un enfoque para generar moléculas con adeninas metiladas mediante
amplificaciéon del genoma completo.

Las FIG. 32Ay 32B muestran valores de duracién de interpulso (IPD) a través de bases A secuenciadas en el ADN de
plantilla de la hebra de Watson entre conjuntos de datos metilados y no metilados.

La FIG. 32C muestra una curva caracteristica operativa del receptor para determinar la metilacién en la hebra de
Watson.

Las FIG. 33Ay 33B muestran valores de duracién interpulso (IPD) a través de bases A secuenciadas en el ADN de
plantilla de la hebra de Crick entre conjuntos de datos metilados y no metilados.

La FIG. 33C muestra una curva caracteristica operativa del receptor para determinar la metilacién en la hebra de Crick.

La FIG. 34 ilustra la determinacién de 6mA de la hebra de Watson.
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La FIG. 35 ilustra la determinacién de 6mA de la hebra de Crick.

La FIG. 36Ay FIG. 36B muestra la probabilidad determinada de ser metilado para bases A secuenciadas de la hebra
de Watson entre conjuntos de datos de uAy mA utilizando un modelo de red neuronal convolucional basado en ventana
de medicion.

La FIG. 37 muestra una curva ROC para la deteccién de 6mA utilizando un modelo CNN basado en ventana de
medicién para bases A secuenciadas de la hebra de Watson.

La FIG. 38 muestra una comparacién de rendimiento entre la deteccién de 6mA basada en métrica IPD y una deteccioén
de 6mA basada en una ventana de medicién.

Las FIG. 39Ay 39B muestran la probabilidad determinada de ser metilados para aquellas bases A secuenciadas de la
hebra de Crick entre conjuntos de datos de uA y mA utilizando el modelo CNN basado en ventana de medicion.

La FIG. 40 muestra el rendimiento de la detecciéon de 6mA utilizando el modelo CNN basado en ventana de medicién
en bases A secuenciadas de la hebra de Crick.

La FIG. 41 muestra ejemplos de estados de metilacién en bases A en una molécula que incluye las hebras de Watson
y Crick.

La FIG. 42 muestra un ejemplo de entrenamiento mejorado al utilizar selectivamente bases A en un conjunto de datos
de mA con valores de IPD superiores a su percentil 10.

La FIG. 43 es un gréfico de los porcentajes de adeninas no metiladas en el conjunto de datos de mA frente al nimero
de sublecturas en cada pocillo.

La FIG. 44 muestra patrones de metiladenina entre las hebras de Watson y Crick de una molécula de ADN de hebra
doble en un conjunto de datos de prueba.

La FIG. 45 es una tabla que muestra el porcentaje de moléculas completamente no metiladas, moléculas
hemimetiladas, moléculas completamente metiladas y moléculas con patrones de metiladenina entrelazados en
conjuntos de datos de entrenamiento y prueba.

La FIG. 46 ilustra ejemplos representativos de moléculas con moléculas completamente no metiladas con respecto a
sitios de adenina, moléculas hemimetiladas, moléculas completamente metiladas y moléculas con patrones de
metiladenina entrelazados.

La FIG. 47 muestra un ejemplo de una lectura larga (6,265 bp) que alberga una isla CpG (que se sombrea en amarillo).

La FIG. 48 es una tabla que muestra que las 9 moléculas de ADN se secuenciaron mediante secuenciacion SMRT de
Pacific Biosciences y que se superpusieron con regiones impresas.

La FIG. 49 muestra un ejemplo de una impronta genémica.
La FIG. 50 muestra un ejemplo para la determinacién de patrones de metilacién en una regidén impresa.

La FIG. 51 muestra una comparacién de los niveles de metilacién deducidos entre el nuevo enfoque y la secuenciacion
con bisulfito convencional.

La FIG. 52 muestra el rendimiento de la deteccion de la metilacién del ADN plasmatico. (A) La relacién entre la
probabilidad prevista de metilacién versus los rangos de niveles de metilacién cuantificados mediante secuenciacion
con bisulfito. (B) La correlaciéon entre los niveles de metilacidén determinados mediante secuenciaciéon de Pacific
Biosciences (PacBio) de acuerdo con las realizaciones presentes en esta divulgacion (eje y) y los niveles de metilacion
cuantificados mediante secuenciacién con bisulfito (eje x) en una resolucién de 10 Mb.

La FIG. 53 muestra una correlacién de la presentacién genémica (GR) del cromosoma Y entre la secuenciacion SMRT
de Pacific Biosciences y BS-seq.

La FIG. 54 muestra un ejemplo de deteccién de metilacién basada en bloques CpG utilizando bloques CpG, cada uno
de los cuales alberga una serie de sitios CpG. SmC: metilacion; C: sin metilacién.

La FIG. 55 muestra el entrenamiento y las pruebas de metilacién que requieren moléculas de ADN humano utilizando
el enfoque basado en bloques CpG. (A) Rendimiento en el conjunto de datos de entrenamiento. (B) Rendimiento en
un conjunto de datos de prueba independiente.

Las FIG. 56Ay 56B muestran cambios en el nimero de copias en tejido tumoral.

Las FIG. 57Ay 57B muestran cambios en el numero de copias en tejido tumoral.
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La FIG. 58 muestra una ilustracion esqueméatica del mapeo de tejido del ADN plasmatico del plasma de una mujer
embarazada utilizando los niveles de metilacién deducidos.

La FIG. 59 muestra una correlacién entre la contribucién placentaria al ADN del plasma materno deducida y la fraccién
de ADN fetal deducida por las lecturas del cromosoma Y.

La FIG. 60 muestra una tabla que resume los datos de secuenciacién de diferentes muestras de ADN de tejido humano.
La FIG. 61 muestra una ilustracién de varias formas de analizar patrones de metilacion.

Las FIG. 62A y 62B muestran una comparaciéon de las densidades de metilacion a nivel de genoma completo
cuantificadas mediante secuenciacidén con bisulfito y secuenciaciéon en tiempo real de Gnica molécula.

Las FIG. 63A, 63B y 63C muestran diferentes correlaciones de los niveles generales de metilacién cuantificados
mediante secuenciacién con bisulfito y secuenciacidén en tiempo real de Unica molécula.

Las FIG. 64Ay 64B muestran patrones de metilacion con una resolucidén de 1 Mnt para una estirpe celular de carcinoma
hepatocelular (HCC) y una muestra de capa leucocitaria de un sujeto de control sano con niveles de metilacién
determinados mediante secuenciacién con bisulfito y mediante secuenciacidén en tiempo real de Unica molécula.

Las FIG. 65A y 65B muestran diagramas de dispersién de niveles de metilacién con una resolucién de 1 Mnt
determinada mediante secuenciacién con bisulfito y secuenciacién en tiempo real de Unica molécula para una estirpe
celular HCC (HepG2) y una muestra de capa leucocitaria de un sujeto de control sano.

Las FIG. 66A y 66B muestran diagramas de dispersiéon de niveles de metilacién con una resoluciéon de 100 Mnt
determinada mediante secuenciacién con bisulfito y secuenciacién en tiempo real de Unica molécula para una estirpe
celular HCC (HepG2) y una muestra de capa leucocitaria de un sujeto de control sano.

Las FIG. 67Ay 67B muestran patrones de metilacién con una resolucién de 1 Mnt para un tejido tumoral de HCC y
tejido normal adyacente con niveles de metilacién determinados mediante secuenciacién con bisulfito y mediante
secuenciacidn en tiempo real de Unica molécula.

Las FIG. 68A y 68B muestran diagramas de dispersién de niveles de metilacion con una resolucién de 1 Mnt
determinada mediante secuenciacién con bisulfito y secuenciacién en tiempo real de Unica molécula para tejido
tumoral de HCC y tejido normal adyacente.

Las FIG. 69A y 69B muestran diagramas de dispersién de niveles de metilacién con una resolucién de 100 knt
determinados mediante secuenciaciéon con bisulfito y secuenciacién en tiempo real de Unica molécula para tejido
tumoral de HCC y tejido normal adyacente.

Las FIG. 70A 'y 70B muestran patrones de metilacién con una resolucién de 1 Mnt para un tejido tumoral de HCC y
tejido normal adyacente con niveles de metilacién determinados mediante secuenciacién con bisulfito y mediante
secuenciacidn en tiempo real de Unica molécula.

Las FIG. 71A y 71B muestran diagramas de dispersién de niveles de metilacién con una resolucién de 1 Mnt
determinada mediante secuenciacién con bisulfito y secuenciacién en tiempo real de Unica molécula para tejido
tumoral de HCC y tejido normal adyacente.

Las FIG. 72A y 72B muestran diagramas de dispersién de niveles de metilacién con una resolucién de 100 knt
determinados mediante secuenciaciéon con bisulfito y secuenciacién en tiempo real de Unica molécula para tejido
tumoral de HCC y tejido normal adyacente.

La FIG. 73 muestra un ejemplo del patrén aberrante de metilacién cerca del gen supresor de tumores CDKN2A.

Las FIG. 74Ay 74B muestran regiones de metilacién diferencial detectadas mediante secuenciacion en tiempo real de
Unica molécula.

La FIG. 75 muestra patrones de metilacién del ADN del virus de la hepatitis B entre tejidos de HCC vy tejidos no
tumorales adyacentes utilizando secuenciacidén en tiempo real de Unica molécula.

La FIG. 76A muestra los niveles de metilacién del ADN del virus de la hepatitis B en tejidos hepaticos de pacientes
con cirrosis pero sin HCC utilizando secuenciacién con bisulfito.

La FIG. 76B muestra niveles de metilacién del ADN del virus de la hepatitis B en tejidos de HCC utilizando
secuenciacion con bisulfito.

La FIG. 77 ilustra el anélisis de haplotipos de metilacion.

La FIG. 78 muestra la distribucién de tamafio de las moléculas secuenciadas determinadas a partir de secuencias
consenso.



10

15

20

25

30

35

40

ES 2985191 T3

Las FIG. 79A, 79B, 79C y 79D muestran ejemplos de patrones de metilacién alélica en las regiones impresas.
Las FIG. 80A, 80B, 80C y 80D muestran ejemplos de patrones de metilacién alélica en regiones no impresas.
La FIG. 81 muestra una tabla de niveles de metilaciéon de fragmentos especificos de alelo.

La FIG. 82 muestra un ejemplo para determinar el origen placentario del ADN plasmético durante el embarazo
utilizando perfiles de metilacién.

La FIG. 83 ilustra el analisis de metilaciéon del ADN especifico de fetos.

Las FIG. 84A, 84B y 84C muestran el rendimiento de diferentes tamafios de ventanas de medicién en diferentes kits
de reactivos para SMRT-seq.

Las FIG. 85A, 85B y 85C muestran el rendimiento de diferentes tamafios de ventanas de medicién en diferentes kits
de reactivos para SMRT-seq.

Las FIG. 86A, 86B y 86C muestran la correlaciéon de los niveles de metilacion generales cuantificados mediante
secuenciacidén con bisulfito y SMRT-seq (Kit de Secuenciacién Sequel |1 2.0).

Las FIG. 87Ay 87B muestran una comparacion del nivel de metilacidén global entre diversos tejidos tumorales y tejidos
no tumorales adyacentes emparejados.

La FIG. 88 muestra la determinacién del estado de metilacién utilizando un contexto de secuencia determinado a partir
de una secuencia consenso circular (CCS).

La FIG. 89 muestra una curva ROC para la deteccidén de sitios CpG metilados utilizando un contexto de secuencia
determinado a partir de CCS.

La FIG. 90 muestra una curva ROC para la deteccidn de sitios CpG metilados sin informacién DE CCS vy sin alineacion
previa con un genoma de referencia.

La FIG. 91 muestra un ejemplo de preparaciéon de moléculas para secuenciacidén en tiempo real de Unica molécula.
La FIG. 92 muestra una ilustracion del sistema CRISPR/Cas?.

La FIG. 93 muestra un ejemplo de un complejo Cas9 para introducir dos cortes que abarcan una molécula de interés
bloqueada en el extremo.

La FIG. 94 muestra la distribucion de metilacién de regiones Alu determinada mediante secuenciacién con bisulfito y
secuenciacidn en tiempo real de Unica molécula.

La FIG. 95 muestra la distribucién de los niveles de metilacion de las regiones Alu determinadas por el modelo
utilizando resultados de secuenciacién en tiempo real de Gnica molécula.

La FIG. 96 muestra una tabla de tejidos y los niveles de metilacién de regiones Alu en los tejidos.

La FIG. 97 muestra un anélisis de agrupamiento para diferentes tipos de céancer utilizando sefiales de metilacién
relacionadas con repeticiones de Alu.

La FIG. 98Ay 98B muestran el efecto de la profundidad de lectura en la cuantificacién general del nivel de metilacién
en los conjuntos de datos de prueba que estuvieron involucrados con la amplificacién del genoma completo y el
tratamiento con M.Ssssl.

La FIG. 99 muestra una comparacién entre los niveles de metilacion generales determinados por SMRT-seq (Kit de
Secuenciacidén Sequel 11 2.0) y BS-seq con el uso de diferentes valores de corte de profundidad de sublectura.

La FIG. 100 es una tabla que muestra el efecto de la profundidad de la sublectura en la correlacién de los niveles de
metilacién entre dos mediciones mediante SMRT-seq (Kit de Secuenciaciéon Sequel Il 2.0) y BS-seq.

La FIG. 101 muestra la distribuciéon de profundidad de sublectura con respecto a los tamafios de fragmentos en los
datos generados por el Kit de Secuenciacién Sequel Il 2.0.

La FIG. 102 muestra un método para detectar una modificacién de un nucleétido en una molécula de acido nucleico.
La FIG. 103 muestra un método para detectar una modificacién de un nucleétido en una molécula de acido nucleico.

La FIG. 104 ilustra el anélisis de desequilibrio de metilacidn relativo basado en haplotipos.
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Las FIG. 105A y 105B son una tabla de los bloques de haplotipos que muestran niveles de metilacién diferenciales
entre Hap | y Hap Il en el ADN tumoral en comparacién con el ADN del tejido no tumoral adyacente para el caso
TBR3033.

La FIG. 106 es una tabla de los bloques de haplotipos que muestran niveles de metilacién diferenciales entre Hap |y
Hap Il en el ADN del tumor en comparacién con el ADN del tejido normal adyacente para el caso TBR3032.

La FIG. 107A es una tabla que resume el nUmero de bloques de haplotipos que muestran un desequilibrio de metilacién
entre dos haplotipos entre tejidos tumorales y no tumorales adyacentes en base a los datos generados por el Kit de
Secuenciacién Sequel I 2.0.

La FIG. 107B es una tabla que resume el nimero de bloques de haplotipos que muestran un desequilibrio de metilacién
entre dos haplotipos en tejidos tumorales para diferentes estadios tumorales en base a los datos generados por el Kit
de Secuenciacion Sequel Il 2.0.

La FIG. 108 ilustra el anélisis de desequilibrio de metilacidn relativo basado en haplotipos.

La FIG. 109 muestra un método para clasificar un trastorno en un organismo que tiene un primer haplotipo y un
segundo haplotipo.

La FIG. 110 ilustra la creacién de fragmentos hibridos humano-ratén para los cuales la parte humana estd metilada
mientras que la parte del ratén no esté metilada.

La FIG. 111 ilustra la creacién de fragmentos hibridos humano-ratén para los cuales la parte humana no estd metilada
mientras que la parte del raton estd metilada.

La FIG. 112 muestra la distribucién de longitud de las moléculas de ADN en una mezcla de ADN (muestra MIX01)
después de la ligacion.

La FIG. 113 ilustra una regién de unién mediante la cual se unen un primer ADN (A) y un segundo ADN (B).
La FIG. 114 ilustra el anélisis de metilacién para la mezcla de ADN.
La FIG. 115 muestra un diagrama de caja de las probabilidades de ser metilado para sitios CpG en la muestra MIX01.

La FIG. 116 muestra la distribucién de longitud de las moléculas de ADN en la mezcla de ADN después de ligacion
cruzada de la muestra MIX02.

La FIG. 117 muestra un diagrama de caja de las probabilidades de ser metilado para sitios CpG en la muestra MIX02.

La FIG. 118 es una tabla que compara la metilacién determinada mediante secuenciacién con bisulfito y secuenciacion
de Pacific Biosciences para MIX01.

La FIG. 119 es una tabla que compara la metilacién determinada mediante secuenciacién con bisulfito y secuenciacion
de Pacific Biosciences para MIX02.

Las FIG. 120A y 120B muestran niveles de metilacién en intervalos de 5 Mb para ADN solo de humanos y de ratén
para MIX01 y MIX02.

Las FIG. 121Ay 121B muestran niveles de metilaciéon en intervalos de 5 Mb para la parte humana y la parte de ratén
de fragmentos de ADN hibridos humano-ratén para MIX01 y MIX02.

Las FIG. 122Ay 122B son gréficos representativos que muestran estados de metilacién en una Unica molécula hibrida
humano-raton.

La FIG. 123 muestra un método para detectar moléculas quiméricas en una muestra biol6gica.
La FIG. 124 ilustra un sistema de medicién.

La FIG. 125 muestra un diagrama de bloques de un sistema informatico de ejemplo utilizable con los sistemas y
métodos descritos en el presente documento.

La FIG. 126 muestra una secuenciacién en tiempo real de Unica molécula dirigida basada en Mspl con el uso de
reparacidén de extremos de ADN y cola A.

Las FIG. 127Ay 127B muestran la distribucién de tamafio de los fragmentos digeridos con Mspl.

La FIG. 128 muestra una tabla con el nimero de moléculas de ADN para ciertos rangos de tamafio seleccionados.
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La FIG. 129 es un grafico del porcentaje de cobertura de sitios CpG dentro de islas CpG versus el tamafio de los
fragmentos de ADN después de la digestién con enzimas de restriccién.

La FIG. 130 muestra una secuenciacién en tiempo real de Unica molécula dirigida basada en Mspl sin el uso de
reparacidén de extremos de ADN y cola A.

La FIG. 131 muestra una secuenciacién en tiempo real de Gnica molécula dirigida basada en Mspl con una probabilidad
reducida de autoligacién del adaptador.

La FIG. 132 es un grafico de los niveles generales de metilacién entre muestras de ADN de placenta y leucocitos
determinados mediante secuenciacién en tiempo real de Unica molécula dirigida basada en Mspl.

La FIG. 133 muestra un analisis de agrupamiento de muestras de placenta y capa leucocitaria utilizando sus perfiles
de metilacién del ADN determinados mediante secuenciacién en tiempo real de Unica molécula dirigida basada en
Mspl.

Términos

Un “tejido” corresponde a un grupo de células que se agrupan formando una unidad funcional. Se puede encontrar
mas de un tipo de células en un solo tejido. Diferentes tipos de tejido pueden consistir en diferentes tipos de células
(por ejemplo, hepatocitos, células alveolares o células sanguineas), pero también pueden corresponder a tejido de
diferentes organismos (madre versus feto; tejidos de un sujeto que ha recibido un trasplante; tejidos de un organismo
que esta infectado por un microorganismo o un virus) o a células sanas versus células tumorales. Los “tejidos de
referencia” pueden corresponder a tejidos utilizados para determinar niveles de metilacién especificos de tejido. Se
pueden utilizar multiples muestras de un mismo tipo de tejido de diferentes individuos para determinar un nivel de
metilacién especifico de tejido para ese tipo de tejido.

Una “muestra bioldgica” se refiere a cualquier muestra que se toma de un sujeto humano. La muestra biol6gica puede
ser una biopsia de tejido, un aspirado con aguja fina o células sanguineas. La muestra también puede ser, por ejemplo,
plasma o suero u orina de una mujer embarazada. También se pueden utilizar muestras de heces. En diversas
realizaciones, la mayoria del ADN en una muestra bioldgica de una mujer embarazada que se ha enriquecido con ADN
libre de células (por ejemplo, una muestra de plasma obtenida mediante un protocolo de centrifugacién) puede estar
libre de células, por ejemplo, mas del 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 % o0 99 % del ADN pueden estar libres de
células. El protocolo de centrifugacién puede incluir, por ejemplo, 3.000 g x 10 minutos, obtener la parte fluida y volver
a centrifugar a, por ejemplo, 30,000 g durante otros 10 minutos para eliminar las células residuales. En determinadas
realizaciones, después de la etapa de centrifugacién de 3.000 g, se puede seguir con la filtracién de la parte fluida (por
ejemplo, utilizando un filtro con un tamafio de poro de 5 pm o menor de didmetro).

Una “lectura de secuencia” se refiere a una cadena de nucleétidos secuenciados de cualquier parte o la totalidad de
una molécula de acido nucleico. Por ejemplo, una secuencia leida puede ser una cadena corta de nucleétidos (por
ejemplo, 20-150) secuenciada a partir de un fragmento de acido nucleico, una cadena corta de nucleétidos en uno o
ambos extremos de un fragmento de acido nucleico, o la secuenciacién del fragmento de acido nucleico entero que
existe en la muestra bioldégica. Una lectura de secuencia se puede obtener de diversas maneras, por ejemplo,
utilizando técnicas de secuenciacién o utilizando sondas, por ejemplo, en matrices de hibridacién o sondas de captura,
o técnicas de amplificacion, tales como la reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR) o amplificacion lineal utilizando
un unico cebador o amplificacién isotérmica.

Una “sublectura” es una secuencia generada a partir de todas las bases en una hebra de una plantilla de ADN
circularizado que se ha copiado en una hebra contigua por una ADN polimerasa. Por ejemplo, una sublectura puede
corresponder a una hebra de ADN plantilla de ADN circularizado. En dicho ejemplo, después de la circularizacién, una
molécula de ADN de hebra doble tendria dos sublecturas: una para cada paso de secuenciaciéon. En algunas
realizaciones, la secuencia generada puede incluir un subconjunto de todas las bases en una hebra, por ejemplo,
debido a la existencia de errores de secuenciacion.

Un “sitio” (también llamado “sitio gendmico”) corresponde a un Unico sitio, que puede ser una Unica posicién de base
0 un grupo de posiciones de bases correlacionadas, por ejemplo, un sitio CpG o un grupo mas grande de posiciones
de bases correlacionadas. Un “locus” puede corresponder a una regién que incluye multiples sitios. Un locus puede
incluir sélo un sitio, lo que haria que el locus sea equivalente a un sitio en ese contexto.

Un “estado de metilacién” se refiere al estado de metilacién en un sitio determinado. Por ejemplo, un sitio puede estar
metilado, no metilado o, en algunos casos, indeterminado.

El “indice de metilaciéon” para cada sitio genémico (por ejemplo, un sitio CpG) se puede referir a la proporcion de
fragmentos de ADN (por ejemplo, determinados a partir de lecturas de secuencia o sondas) que muestran metilacién
en el sitio sobre el nimero total de lecturas que cubren ese sitio. Una “lectura” puede corresponder a informacién (por
ejemplo, estado de metilacidn en un sitio) obtenida de un fragmento de ADN. Se puede obtener una lectura utilizando
reactivos (por ejemplo, cebadores o sondas) que se hibridan preferentemente con fragmentos de ADN de un estado
de metilacién particular en uno o mas sitios. Normalmente, dichos reactivos se aplican después del tratamiento con
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un proceso que modifica o reconoce diferencialmente las moléculas de ADN dependiendo de su estado de metilacién,
por ejemplo, conversién de bisulfito, 0 enzima de restricciéon sensible a la metilacién, o proteinas de unién a metilacién,
o anticuerpos anti-metilcitosina, o técnicas de secuenciacion de Gnica molécula (por ejemplo, secuenciacién en tiempo
real de Unica molécula y secuenciacién de nanoporos (por ejemplo, de Oxford Nanopore Technologies)) que reconocen
metilcitosinas y hidroximetilcitosinas.

La “densidad de metilacion” de una regién se puede referir al nimero de lecturas en sitios dentro de la regién que
muestran metilacién dividido por el niUmero total de lecturas que cubren los sitios en la regidn. Los sitios pueden tener
caracteristicas especificas, por ejemplo, ser sitios CpG. Por lo tanto, la “densidad de metilacién de CpG” de una regién
se puede referir al numero de lecturas que muestran metilacién de CpG dividido por el nimero total de lecturas que
cubren sitios CpG en la regién (por ejemplo, un sitio CpG particular, sitios CpG dentro de una isla CpG, o una regién
mas grande). Por ejemplo, la densidad de metilacién para cada intervalo de 100 kb en el genoma humano se puede
determinar a partir del numero total de citosinas no convertidas después del tratamiento con bisulfito (que corresponde
a la citosina metilada) en los sitios CpG como una proporcién de todos los sitios CpG cubiertos por las lecturas de
secuencia mapeadas a la regién de 100 kb. Este analisis también se puede realizar para otros tamafios de intervalos,
por ejemplo, 500 bp, 5 kb, 10 kb, 50 kb o 1 Mb, etc. Una regidén podria ser el genoma completo o un cromosoma o
parte de un cromosoma (por ejemplo, un brazo cromosdmico). El indice de metilacién de un sitio CpG es el mismo
que la densidad de metilacién de una regién cuando la regidén solo incluye ese sitio CpG. La “proporcién de citosinas
metiladas” se puede referir al nUmero de sitios de citosina, “C’'s”, que se muestra que estan metilados (por ejemplo,
sin convertir después de la conversién con bisulfito) sobre el nimero total de residuos de citosina analizados, es decir,
que incluyen citosinas fuera del contexto CpG, en la region. El indice de metilacién, la densidad de metilacién, el
recuento de moléculas metiladas en uno o mas sitios y la proporcién de moléculas metiladas (por ejemplo, citosinas)
en uno o mas sitios son ejemplos de “niveles de metilacién”. Ademés de la conversién de bisulfito, se pueden utilizar
otros procesos conocidos por los expertos en la técnica para interrogar el estado de metilaciéon de moléculas de ADN,
que incluyen, pero no se limitan a, enzimas sensibles al estado de metilacién (por ejemplo, enzimas de restriccién
sensibles a la metilacién), proteinas de unién a metilacién, secuenciacién de Unica molécula utilizando una plataforma
sensible al estado de metilacidén (por ejemplo, secuenciacién de nanoporos (Schreiber et al. Proc Natl Acad Sci 2013;
110: 18910-18915) y mediante secuenciacidén en tiempo real de Unica molécula (por ejemplo, la de Pacific Biosciences)
(Flusberg et al, Nat Methods 2010; 7: 461-465)).

Un “metiloma” proporciona una medida de una cantidad de metilacién del ADN en una pluralidad de sitios o loci en un
genoma. El metiloma puede corresponder a todo el genoma, a una parte sustancial del genoma o a porcién(es)
relativamente pequefias del genoma.

Un “metiloma de plasma en gestante” es el metiloma determinado a partir del plasma o suero de un animal gestante
(por ejemplo, un humano). El metiloma de plasma en gestante es un ejemplo de metiloma libre de células, ya que el
plasma y el suero incluyen ADN libre de células. El metiloma del plasma en gestante también es un ejemplo de
metiloma mixto, ya que es una mezcla de ADN de diferentes 6rganos, tejidos o células dentro de un cuerpo. En una
realizacion, dichas células son células hematopoyéticas, que incluyen, pero no se limitan a, células del linaje eritroide
(es decir, gldbulos rojos), el linaje mieloide (por ejemplo, neutréfilos y sus precursores) y el linaje megacariocitico.
Durante el embarazo, el metiloma de plasma puede contener informacién metilomica del feto y de la madre. El
“metiloma celular” corresponde al metiloma determinado a partir de células (por ejemplo, células sanguineas) del
paciente. El metiloma de las células sanguineas se llama metiloma de las células sanguineas (0 metiloma sanguineo).

Un “perfil de metilaciéon” incluye informacién relacionada con la metilacién del ADN o ARN para multiples sitios o
regiones. La informacion relacionada con la metilacién del ADN puede incluir, pero o se limita a, un indice de metilacién
de un sitio CpG, una densidad de metilacion (MD para abreviar) de sitios CpG en una regién, una distribucién de sitios
CpG sobre una regidén contigua, un patrén o nivel de metilacién para cada sitio CpG individual dentro de una regién
que contiene mas de un sitio CpG, y metilacién no CpG. En una realizacién, el perfil de metilacién puede incluir el
patrén de metilacién o no metilacién de méas de un tipo de base (por ejemplo, citosina o adenina). Un perfil de metilacién
de una parte sustancial del genoma se puede considerar equivalente al metiloma. La “metilacién del ADN” en genomas
de mamiferos normalmente se refiere a la adicion de un grupo metilo al carbono 5’ de los residuos de citosina (es
decir, 5-metilcitosinas) entre los dinucleétidos CpG. La metilacién del ADN puede ocurrir en citosinas en otros
contextos, por ejemplo CHG y CHH, donde H es adenina, citosina o timina. La metilacién de la citosina también se
puede realizar en forma de 5-hidroximetilcitosina. También se ha informado de metilaciones distintas de la citosina,
como la N®-metiladenina.

Un “patrén de metilacién” se refiere al orden de las bases metiladas y no metiladas. Por ejemplo, el patréon de metilacién
puede ser el orden de las bases metiladas en una Unica hebra de ADN, una Unica molécula de ADN de hebra doble u
otro tipo de molécula de 4cido nucleico. Como un ejemplo, tres sitios CpG consecutivos pueden tener cualquiera de
los siguientes patrones de metilacién: UUU, MMM, LTMM, UMU, UUM, MLTM, MUU o MMU, donde “U” indica un sitio
no metilado y “M” indica un sitio metilado. Cuando se extiende este concepto a modificaciones de bases que incluyen,
pero no se restringen a, metilacién, se utilizaria el término “patrén de modificacién”, que se refiere al orden de las
bases modificadas y no modificadas. Por ejemplo, el patrén de modificacién puede ser el orden de las bases
modificadas en una Unica hebra de ADN, una Unica molécula de ADN de hebra doble u otro tipo de molécula de acido
nucleico. Como un ejemplo, tres sitios consecutivos potencialmente modificables pueden tener cualquiera de los
siguientes patrones de modificacién: UUU, MMM, LTMM, UMU, UUM, MLTM, MUU o MMU, donde “U” indica un sitio
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no modificado y “M” indica un sitio modificado. Un ejemplo de modificacién de bases que no se basa en la metilacién
son los cambios de oxidacién, tal como en la 8-oxoguanina.

Los términos “hipermetilado” e “hipometilado” se pueden referir a la densidad de metilaciéon de una Unica molécula de
ADN medida por su nivel de metilacién de Unica molécula, por ejemplo, el nimero de bases o nucleétidos metilados
dentro de la molécula dividido por el nimero total de bases metilables o nucleétidos dentro de esa molécula. Una
molécula hipermetilada es aquella en la que el nivel de metilacién de Unica molécula estd en o por encima de un
umbral, que se puede definir desde la aplicacién hasta la aplicacién. El umbral puede ser 5 %, 10 %, 20 %, 30 %,
40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o 95 %. Una molécula hipometilada es aquella en la que el nivel de metilacién
de una Unica molécula esté en o por debajo de un umbral, que se puede definir desde la aplicacién hasta aplicacion,
y que puede cambiar desde aplicacién a aplicacidn. El umbral puede ser del 5 %, 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %,
60 %, 70 %, 80 %, 90 % o 95 %.

Los términos “hipermetilado” e “hipometilado” también se pueden referir al nivel de metilacién de una poblacién de
moléculas de ADN segln se mide por los niveles de metilacién de mdaltiples moléculas de estas moléculas. Una
poblacién de moléculas hipermetiladas es aquella en la que el nivel de metilacién de multiples moléculas esta en o por
encima de un umbral que se puede definir desde la aplicacién hasta la aplicacién y que puede cambiar desde la
aplicacién hasta la aplicacién. El umbral puede ser del 5 %, 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %
0 95 %. Una poblaciéon de moléculas hipometiladas es aquella en la que el nivel de metilacién de multiples moléculas
esta en o por debajo de un umbral que se puede definir desde la aplicaciéon hasta la aplicacién. El umbral puede ser
del 5 %, 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % y 95 %. En una realizacién, la poblacién de moléculas
puede alinearse con una o0 mas regiones gendémicas seleccionadas. En una realizacién, la(s) regién(es) genédmica(s)
seleccionada(s) puede(n) estar relacionada(s) con una enfermedad tales como cancer, un trastorno genético, un
trastorno de impronta, un trastorno metabdlico o un trastorno neurolégico. La(s) regién(es) gendmica(s)
seleccionada(s) puede(n) tener una longitud de 50 nucleétidos (nt), 100 nt, 200 nt, 300 nt, 500 nt, 1000 nt, 2 knt, 5 knt,
10 knt, 20 knt, 30 knt, 40 knt, 50 knt, 60 knt, 70 knt, 80 knt, 90 knt, 100 knt, 200 knt, 300 knt, 400 knt, 500 knt o 1 Mnt.

El término “profundidad de secuenciacién” se refiere al nimero de veces que un locus esta cubierto por una secuencia
leida alineada con el locus. El locus podria ser tan pequefio como un nucleétido, tan grande como un brazo
cromosdmico o tan grande como el genoma completo. La profundidad de secuenciacién se puede expresar como 50,
100x, etc., donde “x” se refiere al nimero de veces que se cubre un locus con una lectura de secuencia. La profundidad
de secuenciacién también se puede aplicar a multiples loci, o al genoma completo, en cuyo caso x se puede referir al
ndmero medio de veces que se secuencian los loci 0 el genoma haploide, o el genoma completo, respectivamente. La

secuenciacidn ultraprofunda se puede referir a al menos 100 veces la profundidad de secuenciacién.

El término “clasificacion” como se utiliza en el presente documento se refiere a cualesquier nimero(s) u otro(s)
carécter(es) que estén asociados con una propiedad particular de una muestra. Por ejemplo, un simbolo “+” (o la
palabra “positivo”) podria significar que una muestra esta clasificada como con supresiones o amplificaciones. La
clasificaciéon puede ser binaria (por ejemplo, positiva o negativa) o tener mas niveles de clasificacidén (por ejemplo, una
escala desde 1 hasta 10 o desde 0 hasta 1).

Los términos “valor de corte” y “umbral’” se refieren a nimeros predeterminados utilizados en una operacién. Por
ejemplo, un tamafio de valor de corte se puede referir a un tamafio por encima del cual se excluyen los fragmentos.
Un valor umbral puede ser un valor por encima o por debajo del cual se aplica una clasificacién particular. Cualquiera
de estos términos se puede utilizar en cualquiera de estos contextos. Un valor de corte o umbral puede ser “un valor
de referencia” o derivarse de un valor de referencia que sea representativo de una clasificacién particular o discrimine
entre dos o mas clasificaciones. Dicho valor de referencia se puede determinar de varias maneras, como apreciara el
experto. Por ejemplo, se pueden determinar métricas para dos cohortes diferentes de sujetos con diferentes
clasificaciones conocidas, y se puede seleccionar un valor de referencia como representativo de una clasificacién (por
ejemplo, una media) o un valor que esta entre dos grupos de métricas (por ejemplo, elegidos para obtener la
sensibilidad y especificidad deseadas). Como otro ejemplo, se puede determinar un valor de referencia en base al
analisis estadisticos o simulaciones de muestras.

El término “nivel de cancer” se puede referir a si existe cancer (es decir, presencia o ausencia), un estadio de un
cancer, un tamafio de tumor, si hay metéstasis, la carga tumoral total del cuerpo, la respuesta del cancer al tratamiento
y/u otra medida de la gravedad de un céancer (por ejemplo, recurrencia del cancer). El nivel de cancer puede ser un
ndmero u otros indicios, tales como simbolos, letras del alfabeto y colores. El nivel puede ser cero. El nivel de céncer
también puede incluir condiciones (estados) premalignos o precancerosos. El nivel de cancer se puede utilizar de
varias maneras. Por ejemplo, el cribado puede comprobar si hay cancer presente en alguien de quien no se sabia
previamente que tuviera cancer. La evaluacién puede investigar a alguien a quien se le ha diagnosticado cancer para
monitorizar el progreso del cancer a lo largo del tiempo, estudiar la efectividad de las terapias o determinar el
pronéstico. En una realizacién, el prondstico se puede expresar como la probabilidad de que un paciente muera de
cancer, o la probabilidad de que el cancer progrese después de una duracidn o tiempo especifico, o la probabilidad o
extensién de que el cancer haga metastasis. La deteccién puede significar ‘cribado’ o puede significar comprobar si
alguien, con caracteristicas sugestivas de cancer (por ejemplo, sintomas u otras pruebas positivas), tiene cancer.
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Un “nivel de patologia” (o nivel de trastorno) se puede referir a la cantidad, grado o gravedad de la patologia asociada
con un organismo, donde el nivel puede ser como se describié anteriormente para el cancer. Otro ejemplo de patologia
es el rechazo de un érgano trasplantado. Otros ejemplos de patologias pueden incluir trastornos de impronta genética,
ataques autoinmunitarios (por ejemplo, nefritis lUpica que dafia el rifidbn o esclerosis multiple), enfermedades
inflamatorias (por ejemplo, hepatitis), procesos fibréticos (por ejemplo, cirrosis), infiltracidén grasa (por ejemplo,
enfermedades del higado graso), procesos degenerativos (por ejemplo, enfermedad de Alzheimer) y dafio de tejido
isquémico (por ejemplo, infarto de miocardio o accidente cerebrovascular). El estado de salud de un sujeto se puede
considerar una clasificaciéon de no patologia.

Un “trastorno asociado al embarazo” incluye cualquier trastorno caracterizado por niveles de expresion relativa
anormales de genes en tejido materno y/o fetal. Estos trastornos incluyen, pero no se limitan a, preeclampsia,
restriccidn del crecimiento intrauterino, placentacién invasiva, parto prematuro, enfermedad hemolitica del recién
nacido, insuficiencia placentaria, hidropesia fetal, malformacién fetal, sindrome HELLP, lupus eritematoso sistémico y
otras enfermedades inmunolégicas de la madre.

La abreviatura “bp” se refiere a pares de bases. En algunos casos, se puede utilizar “bp” para indicar una longitud de
un fragmento de ADN, incluso aunque el fragmento de ADN pueda ser de hebra sencilla y no incluya un par de bases.
En el contexto del ADN de hebra sencilla, se puede interpretar que “bp” proporciona la longitud en nucleétidos.

La abreviatura “nt” se refiere a nucleétidos. En algunos casos, se puede utilizar “nt” para indicar una longitud de un
ADN de hebra sencilla en una unidad de base. También, se puede utilizar “nt” para indicar las posiciones relativas,
tales como en direccién ascendente o en direccién descendente del locus que se estd analizando. En algunos
contextos relacionados con la conceptualizacion tecnolégica, la presentacién, el procesamiento y el analisis de datos,
“‘nt” y “bp” se pueden utilizar indistintamente.

El término “contexto de secuencia” se puede referir a las composiciones de bases (A, C, G o T) y los érdenes de bases
en un tramo de ADN. Dicho tramo de ADN podria estar rodeando una base que estéa sujeta o es |la diana del anélisis
de modificacién de bases. Por ejemplo, el contexto de secuencia se puede referir a bases en direccién ascendente
y/o en direccion descendente de una base que se somete a analisis de modificacién de bases.

El término “caracteristicas cinéticas” se puede referir a caracteristicas derivadas de la secuenciacion, que incluyen la
secuenciacién en tiempo real de Unica molécula. Dichas caracteristicas se pueden utilizar para el andlisis de
modificacién de bases. Las caracteristicas cinéticas de ejemplo incluyen contexto de secuencia en direccidon
ascendente y en direccién descendente, informacién de hebra, duracién de interpulso, anchuras de pulso e intensidad
de pulso. En la secuenciacién en tiempo real de Unica molécula, se monitorizan continuamente los efectos de las
actividades de una polimerasa en una plantilla de ADN. Por lo tanto, las mediciones generadas a partir de dicha
secuenciacidén pueden considerarse caracteristicas cinéticas, por ejemplo, secuencias de nucleétidos.

El término “modelos de aprendizaje automatico” puede incluir modelos basados en el uso de datos de muestra (por
ejemplo, datos de entrenamiento) para hacer predicciones sobre datos de prueba y, por lo tanto, puede incluir
aprendizaje supervisado. Los modelos de aprendizaje automético a menudo se desarrollan utilizando un ordenador o
procesador. Los modelos de aprendizaje automético pueden incluir modelos estadisticos.

El término “marco de analisis de datos” puede incluir algoritmos y/o modelos que pueden tomar datos como entrada y
luego emitir un resultado previsto. Ejemplos de “marcos de anélisis de datos” incluyen modelos estadisticos, modelos
matematicos, modelos de aprendizaje automatico, otros modelos de inteligencia artificial y combinaciones de los
mismos.

El término “secuenciacién en tiempo real” se puede referir a una técnica que implica la recopilacién de datos o la
monitorizacién durante el progreso de una reaccidn involucrada en la secuenciacidén. Por ejemplo, la secuenciacion
en tiempo real puede implicar la monitorizacién 6ptica o la filmacién de la ADN polimerasa que incorpora una nueva
base.

El término “alrededor” o “aproximadamente” puede significar dentro de un rango de error aceptable para el valor
particular determinado por un experto con conocimientos basicos en la técnica, que dependera en parte de como se
mide o determina el valor, es decir, las limitaciones del sistema de medicidén. Por ejemplo, “aproximadamente” puede
significar dentro de 1 o méas de 1 desviacién estandar, de acuerdo con la practica en la técnica. Alternativamente,
“aproximadamente” puede significar un rango de hasta el 20 %, hasta el 10 %, hasta el 5 % o hasta el 1 % de un valor
dado. Alternativamente, particularmente con respecto a sistemas o procesos biolégicos, el término “alrededor de” o
“aproximadamente” puede significar dentro de un orden de magnitud, dentro de 5 veces, y mas preferiblemente dentro
de 2 veces, de un valor. Cuando se describen valores particulares en la solicitud y las reivindicaciones, a menos que
se indique lo contrario, se debe asumir que el término “aproximadamente” significa dentro de un rango de error
aceptable para el valor particular. El término “aproximadamente” puede tener el significado que entiende cominmente
un experto con conocimientos basicos en latécnica. Eltérmino “aproximadamente” se puede referira+10 %. Eltérmino
“aproximadamente” se puede referir a +5 %.

Descripcidn detallada
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Lograr la determinacién sin bisulfito de una modificacién de base, incluida una base metilada, es objeto de diferentes
esfuerzos de investigacién, pero ninguno ha demostrado ser comercialmente viable. Recientemente, se publicd un
método sin bisulfito para detectar 5mC y 5hmC (Y. Liu et al., 2019) utilizando una condicién suave para la conversion
de bases de 5mC y 5hmC. Este método implica multiples etapas de reacciones enzimaticas y quimicas que incluyen
oxidacién por translocacién diez-once (TET), reduccién de piridina borano y PCR. La eficiencia de cada etapa de la
reaccion de conversion, asi como el sesgo de la PCR, afectarian negativamente a la precisién final en el analisis de
5mC. Por ejemplo, se ha informado que la tasa de conversién de 5mC es de alrededor del 96 %, con una tasa de
falsos negativos de alrededor del 3 %. Dicho desempefio limitaria potencialmente la capacidad de detectar ciertos
cambios sutiles de metilacién en un genoma. Por otro lado, la conversién enzimética no podria funcionar igual de bien
en todo el genoma. Por ejemplo, la tasa de conversién de 5ShmC fue un 8.2 % menor que la de 5mC, y la tasa de
conversién para contextos no CpG fue un 11.4 % menor que la de contextos CpG (Y. Liu et al., 2019). Por tanto, la
situacién ideal es el desarrollo de enfoques para medir las modificaciones de bases de una molécula de ADN nativa
sin ninguna etapa previa de conversién (quimica o enzimética, 0 combinaciones de las mismas) e incluso sin una
etapa de amplificacién.

Hubo una serie de estudios de prueba de concepto (Q. Liu etal., 2019; Ni et al., 2019) en los que las sefiales eléctricas
producidas por un enfoque de secuenciacién de nanoporos de lectura larga (por ejemplo, utilizando el sistema
desarrollado por Oxford Nanopore Technologies) permitié detectar estados de metilaciéon con el uso de un método de
aprendizaje profundo. Ademas de Oxford Nanopore, existen otros enfoques de secuenciacién de moléculas
individuales que permiten lecturas largas. Un ejemplo es la secuenciacién en tiempo real de Unica molécula. Un
ejemplo de secuenciacién en tiempo real de Unica molécula es el que comercializa el sistema SMRT de Pacific
Biosciences. Como principio de una secuenciacidén en tiempo real de Unica molécula (por ejemplo, el sistema SMRT
de Pacific Biosciences) es diferente de la de un sistema de nanoporos de base no 6ptica (por ejemplo, de Oxford
Nanopore Technologies), enfoques para la detecciéon de modificaciones de bases desarrollados para dichos sistemas
de nanoporos de base no dptica no se puede utilizar para la secuenciacién en tiempo real de Unica molécula. Por
ejemplo, un sistema de nanoporos no éptico no esta disefiado para capturar los patrones de sefiales fluorescentes
producidas por la sintesis de ADN basada en ADN polimerasa inmovilizada (empleada mediante secuenciacién en
tiempo real de Unica molécula, tal como la del sistema SMRT de Pacific Biosciences). Como un ejemplo adicional, en
la plataforma de secuenciacién Oxford Nanopore, cada evento eléctrico medido estd4 asociado con un k-mer (por
ejemplo, 5-mer) (Q. Liu et al., 2019). Sin embargo, en la plataforma de secuenciacién SMRT de Pacific Biosciences,
cada evento fluorescente generalmente esta asociado con una Unica base incorporada. Ademas, una Unica molécula
de ADN se secuenciaria varias veces en la secuenciacién SMRT de Pacific Biosciences, que incluyen las hebras de
Watson y Crick. Por el contrario, para el enfoque de secuenciacioén de lectura larga de Oxford Nanopore, la lectura de
la secuencia se realiza una vez para cada una de las hebras de Watson y Crick.

Se ha informado que la cinética de la polimerasa se veria afectada por los estados de metilacién en las secuencias de
E. coli (Flusberg et al., 2010). Estudios anteriores demostraron que, en comparacién con la deteccién de 6mA, 4mC,
5hmC y 8-oxoguanina, es mucho mas dificil utilizar la cinética de la polimerasa de una secuenciacién en tiempo real
de Unica molécula para deducir los estados de metilacién (5mC versus C) de un CpG particular en una Unica molécula.
La razén es que el grupo metilo es pequefio y esta orientado hacia el surco principal y no participa en el
emparejamiento de bases, lo que lleva a una interrupcién muy sutil en la cinética causada por 5mC (Clark et al., 2013).
Por lo tanto, existe una escasez de enfoques para determinar los estados de metilaciéon de las citosinas a nivel de
Unica molécula.

Suzuki et al desarrollaron un algoritmo (Suzuki et al., 2016) que intenta combinar las relaciones de duracién interpulso
(IPD) para sitios CpG vecinos para aumentar la confianza en la identificacién de los estados de metilacién de esos
sitios. Sin embargo, este algoritmo solo permitia predecir si una regién genémica estaba completamente metilada o
completamente desmetilada, pero carecia de la capacidad de determinar patrones de metilacién intermedios.

Con respecto a la secuenciacién en tiempo real de Unica molécula, los enfoques actuales solo utilizaron uno o dos
parametros de forma independiente, logrando una precisidén muy limitada en la deteccién de 5mC debido a la diferencia
de medicién entre 5-metilcitosina y citosina. Por ejemplo, Flusberg et al. demostrd que la IPD estaba alterada en
modificaciones de bases que incluian N6-metiladenosina, 5-metilcitosina y 5-hidroximetilcitosina. Sin embargo, no se
encontré que la anchura de pulso (PW) de la cinética de secuenciacién tuviera un efecto significativo. Por lo tanto, en
el método que utilizaron para predecir la modificacién de bases, utilizando la deteccién de N6-metiladenosina como
ejemplo, solo se utilizé IPD pero no PW.

En publicaciones de seguimiento del mismo grupo (Clark et al., 2012; Clark et al. 2013), se incorporé IPD pero no PW
en los algoritmos para la deteccién de 5-metilcitosina. En Clark et al. 2012, la tasa de deteccidén de 5-metilcitosina sin
convertirla en 5-metilcitosina solo vari6 entre el 1.9 % y el 4.3 %. Ademés, en Clark et al. 2013, los autores reafirmaron
aln més la sutileza de la firma cinética de la 5-metilcitosina. Para superar la baja sensibilidad de la deteccién de 5-
metilcitosina, Clark et al. desarrollé aln méas un método que convertia 5-metilcitosina en 5-carboxilmetilcitosina
utilizando proteinas de translocacién Diez-once (Tet) para mejorar la sensibilidad de la 5-metilcitosina (Clark et al.
2013) porque la alteracién de la IPD causada por la 5-carboxilcitosina era mucho mas que por la 5-metilcitosina.

En un informe més reciente de Blow et al., el método basado en la relacién de IPD descrito previamente por Flusberg
et al. se utilizé para detectar las modificaciones de bases en 217 especies bacterianas y 13 arqueas con una cobertura
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de lectura de 130 veces por organismo (Blow et al., 2016). Entre todas las modificaciones de bases que identificaron,
s6lo el 5 % involucraba 5-metilcitosina. Atribuyeron esta baja tasa de deteccién de 5-metilcitosina a la baja sensibilidad
de la secuenciacién en tiempo real de Unica molécula para detectar 5-metilcitosina. En la mayoria de las bacterias, un
conjunto de motivos de secuencia se dirigidé por las ADN metiltransferasas (MTasas) para la metilacién (por ejemplo,
5-GmATC-3 por Dam o 5-CmCWGG-3' por Dem en E. coli) en casi todos estos motivos en el genoma, y solo una
pequefia fraccién de estos sitios de motivos permanecen no metilados (Beaulaurier et al. 2019). Ademas, el uso del
método basado en IPD para clasificar el estado de metilacién de la segunda C en el motivo 5-CCWGG-3’ con 0 sin
tratamiento con proteinas Tet produjo tasas de deteccién de 5-metilcitosina del 95.2 % y del 1.9 %, respectivamente
(Clark et al. 2013). En conjunto, el método IPD sin conversién de bases previa (por ejemplo, utilizando proteinas Tet)
omitié la mayor parte de la 5-metilcitosina.

En los estudios mencionados anteriormente (Clark et al., 2012; Clark et al., 2013; Blow et al., 2016), se utilizaron
algoritmos basados en IPD sin tener en cuenta el contexto de secuencia en el que se encontraba la modificacién de
la base candidata. Otros grupos han intentado tener en cuenta el contexto de secuencia de un nucleétido para la
deteccion de modificacién de bases. Por ejemplo, Feng et al. utilizaron un modelo jerarquico para analizar IPD para la
deteccién de 4-metilcitosina y 6-metiladenosina en un contexto de secuencia respectivo (Feng et al. 2013). Sin
embargo, en su método, solo consideraron la IPD en la base de interés y el contexto de secuencia adyacente a esa
base, pero no utilizaron la informacién de IPD de todas las bases vecinas adyacentes a la base de interés. Ademés,
la PW no se considerd en el algoritmo y no presentaron datos sobre la deteccidén de 5-metilcitosina.

En otro estudio, Schadt et al. desarrollaron un método estadistico, llamado campo aleatorio condicional, para analizar
la informacién IPD de la base de interés y las bases vecinas para determinar si la base de interés era una 5-
metilcitosina (Schadt et al., 2012). En este trabajo, también consideraron la interaccién IPD entre estas bases al
introducirlas en una ecuacién. Sin embargo, no ingresaron la secuencia de nucleétidos, a saber, A, T, G 0o C, en su
ecuacién. Cuando aplicaron el método para determinar el estado de metilacién del plasmido M.Sau3Al, el area bajo la
curva ROC fue cercana a 0.5 incluso con una cobertura de secuencia de 800 veces de la secuencia del plasmido. Mas
aun, en su método, no habian tenido en cuenta la PW en su analisis.

En otro estudio més realizado por Beckman et al., compararon la IPD de todas las secuencias que compartian el
mismo motivo de 4 nt 0 6 nt en el genoma entre un genoma bacteriano diana y un genoma completamente no metilado,
por ejemplo, obtenido mediante amplificacion del genoma completo (Beckman et al. 2014). El propésito de dicho
andlisis era Unicamente identificar motivos que se verian afectados con mayor frecuencia por modificaciones de base.
En el estudio, solo consideraron la IPD de una base potencialmente modificada pero no la IPD de la base vecina o
PW. Su método no proporciond informacién sobre el estado de metilacién de un nucleétido individual.

En resumen, estos intentos previos de utilizar IPD solo o con combinacién de informacién de secuencia en los
nucleétidos vecinos para agrupar datos no pudieron determinar la modificacién de bases de 5-metilcitosina con
precision significativa o practica. En una revisién reciente de Gouil et al., los autores concluyeron que debido a la baja
relacion sefial-ruido, la deteccién de 5-metilcitosina en una Unica molécula utilizando secuenciacién en tiempo real de
Unica molécula es inexacta (Gouil et al., 2019). En estos estudios previos, aun se desconoce si puede ser factible
utilizar las caracteristicas cinéticas para el analisis metilémico de todo el genoma, especialmente para genomas
complejos tales como genomas humanos, genomas de cancer o genomas fetales.

A diferencia de estudios anteriores, algunas realizaciones de los métodos descritos en esta divulgacién se basan en
medir y utilizar IPD, PW y contexto de secuencia para cada base dentro de la ventana de medicién. Razonamos que
si podemos utilizar una combinacién de multiples métricas, por ejemplo, haciendo uso simultdneo de caracteristicas
que incluyen el contexto de secuencia en direccién ascendente y en direccién descendente, informacién de hebra,
IPD, anchuras de pulso e intensidad de pulso, podriamos lograr una medicién precisa de metilacién (por ejemplo,
deteccion de mC) con resolucidén de base Unica. El contexto de secuencia se refiere a las composiciones de bases (A,
C, GoT)y los 6rdenes de bases en un tramo de ADN. Dicho tramo de ADN podria estar rodeando una base que esta
sujeta o es la diana del analisis de metilacion. En una realizacién, el tramo de ADN podria estar proximal a una base
que se somete a analisis de metilaciéon. En otra realizacidn, el tramo de ADN podria estar lejos de una base que se
somete a analisis de metilacion. El tramo de ADN podria estar en direcciéon ascendente y/o en direccién descendente
de una base que se somete a analisis de metilacién.

En una realizacién, las caracteristicas del contexto de secuencia en direccién ascendente y en direcciéon descendente,
informacién de hebra, IPD, anchuras de pulso asi como intensidad de pulso, que se utilizan para el analisis de
metilacién, se denominan caracteristicas cinéticas.

Las realizaciones presentes en esta divulgaciéon se pueden utilizar para ADN obtenido de, pero no limitado a, estirpes
celulares, muestras de un organismo (por ejemplo, érganos sélidos, tejidos sélidos, una muestra obtenida mediante
endoscopia, sangre o plasma o suero u orina de una mujer embarazada, biopsia de vellosidades coriénicas, etc.),
muestras obtenidas del ambiente (por ejemplo, bacterias, contaminantes celulares), alimentos (por ejemplo, carne).
En algunas realizaciones, los métodos presentes en esta divulgacion también se pueden aplicar después de una etapa
en la que primero se enriquece una fraccién del genoma, por ejemplo, utilizando sondas de hibridacién (Albert et al.,
2007; Okou et al., 2007; Lee et al., 2011), o enfoques en base a la separacién fisica (por ejemplo, de acuerdo con
tamafios, etc.) o después de la digestién con enzimas de restriccién (por ejemplo, Mspl), o enriquecimiento basado en
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Cas9 (Watson et al., 2019). Si bien los métodos descritos no requieren conversién enzimética o quimica para funcionar,
en ciertas realizaciones, se puede incluir dicha etapa de conversién para potenciar ain mas el rendimiento de los
métodos.

Las realizaciones de la presente divulgacién permiten una precisién, practicidad o conveniencia mejoradas en la
deteccién de la metilaciéon. La metilacién se puede detectar directamente. Las realizaciones pueden evitar la
conversién enzimética o quimica, que puede no conservar toda la informacién de metilacién para la deteccién.
Adicionalmente, determinadas conversiones enzimaticas o quimicas pueden no ser compatibles con determinados
tipos de metilacion. Las realizaciones de la presente divulgacion también pueden evitar la amplificacién por PCR que
puede no transferir informacién de metilacién a los productos de PCR. Adicionalmente, ambas hebras de ADN se
pueden secuenciar juntas, permitiendo de esta manera el emparejamiento de la secuencia de una hebra con su
secuencia complementaria a la otra hebra. Por el contrario, la amplificacién por PCR divide las dos hebras de ADN de
hebra doble, por lo que dicho emparejamiento de secuencias es dificil.

Los perfiles de metilacién, determinados con o sin conversién enzimética o quimica, se pueden utilizar para analizar
muestras biolégicas. En una realizacion, los perfiles de metilacién se pueden utilizar para detectar el origen del ADN
celular (por ejemplo, materno o fetal, de tejido, viral o tumoral). La deteccién de perfiles de metilacién aberrantes en
tejidos ayuda a la identificacidn de trastornos del desarrollo en individuos y a la identificacién y pronéstico de tumores
0 neoplasias malignas. Los desequilibrios en los niveles de metilacién entre hapltotipos se pueden utilizar para detectar
trastornos, que incluyen el cancer. Los patrones de metilacién en una Gnica molécula pueden identificar ADN quimérico
(por ejemplo, entre un virus y un humano) e hibrido (por ejemplo, entre dos genes normalmente no fusionados en un
genoma natural); o entre dos especies (por ejemplo, a través de manipulacién genética o genémica).

El analisis de metilacién se puede potenciar mediante un entrenamiento mejorado, que puede incluir la reduccién de
los datos utilizados en un conjunto de entrenamiento. Se pueden dirigir regiones especificas para el analisis. En las
realizaciones, dicho direccionamiento puede implicar una enzima que, sola o0 en combinacidén con otro(s) reactivo(s),
puede escindir una secuencia de ADN o un genoma en base a su secuencia. En algunas realizaciones, la enzima es
una enzima de restriccién que reconoce y escinde una(s) secuencia(s) de ADN especifica(s). En otras realizaciones,
se pueden utilizar en combinacién més de una enzima de restriccién con diferentes secuencias de reconocimiento. En
algunas realizaciones, la enzima de restriccién se puede escindir o no en base al estado de metilacién de las
secuencias de reconocimiento. En algunas realizaciones, la enzima es una de la familia CRISPR/Cas. Por ejemplo,
se pueden dirigir regiones gendmicas de interés utilizando un sistema CRISPR/Cas9 u otro sistema basado en ARN
guia (es decir, secuencias cortas de ARN que se unen a secuencias de ADN diana complementarias y en el proceso
guian una enzima para que actle en una ubicacién genémica diana). En algunos casos, el analisis de metilacién
puede ser posible sin alineaciéon con un genoma de referencia.

I. Deteccion de metilacidn con secuenciacidn en tiempo real de molécula Unica,

Las realizaciones de la presente invencién permiten detectar directamente la metilacién, sin conversién enzimética o
quimica. Las caracteristicas cinéticas (por ejemplo, contexto de secuencia, IPD y PW) obtenidas a través de una
secuenciacidén en tiempo real de Unica molécula se pueden analizar con aprendizaje automatico para desarrollar un
modelo para detectar la metilacién o la ausencia de una modificacién. Los niveles de metilacion se pueden utilizar para
determinar el origen de las moléculas de ADN o la presencia o el nivel del trastorno.

Utilizando la secuenciacion SMRT de Pacific Biosciences como ejemplo de secuenciaciéon en tiempo real de Unica
molécula con fines ilustrativos, se coloca una molécula de ADN polimerasa en el fondo de los pocillos que sirven como
guias de ondas de modo cero (ZMW). El ZMW es un dispositivo nanofoténico para confinar la luz a un pequefio
volumen de observacién, que puede ser un agujero cuyo didmetro es muy pequefio y no permite la propagacién de la
luz en el rango de longitud de onda utilizado para la deteccién, de tal manera que sélo la emisidn de sefiales dpticas
del nucleétido etiquetado con tinte incorporada por la polimerasa inmovilizada es detectable frente a una sefial de
fondo baja y constante (Eid et al., 2009). La ADN polimerasa cataliza la incorporacién de nucleétidos etiquetados con
fluorescencia en hebras de acidos nucleicos complementarias.

Sélo con fines ilustrativos, la FIG. 1 muestra un ejemplo de moléculas que llevan modificaciones de bases que se
secuenciaron mediante secuenciacién de consenso circular de una Unica molécula. Las moléculas 102, 104 y 106
llevan modificaciones de bases. Las moléculas de ADN (por ejemplo, la molécula 106) se pueden ligar con adaptadores
de horquilla para formar la molécula ligada 108. La molécula ligada 108 puede entonces formar la molécula
circularizada 110. Las moléculas circularizadas se pueden unir a la ADN polimerasa inmovilizada y pueden iniciar la
sintesis de ADN. También se pueden secuenciar moléculas que no llevan modificaciones de bases.

La FIG. 2 muestra un ejemplo de moléculas que llevan sitios CpG metilados y/o no metilados que se secuenciaron
mediante secuenciacidén en tiempo real de Unica molécula. Las moléculas de ADN se ligaron primero con adaptadores
de horquilla para formar moléculas circulares que se unirian a la ADN polimerasa inmovilizada e iniciarian la sintesis
de ADN. Como se muestra en la FIG. 2, la molécula de ADN 202 se liga con adaptadores de horquilla para formar la
molécula ligada 204. La molécula ligada 204 forma luego la molécula circularizada 206. También se pueden secuenciar
las moléculas sin sitios CpG. La molécula circularizada 206 incluye un sitio CpG no metilado 208, que auln se puede
secuenciar.
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Una vez inicializada la sintesis de ADN, la polimerasa inmovilizada incorporaria nucledtidos etiquetados con colorante
fluorescente en la hebra recién sintetizada sobre la base de una plantilla de ADN circular, lo que conduciria a la emisidn
de sefiales 6pticas. Debido a que las plantillas de ADN estaban circularizadas, toda la plantilla de ADN circular pasaria
por la polimerasa multiples veces (es decir, un nucleétido en una plantilla de ADN se secuenciaria multiples veces).
Una secuencia generada a partir del proceso, en el que todas las bases de la plantilla de ADN circularizada pasaron
completamente a través de la ADN polimerasa, se denomina sublectura. Una molécula en un ZMW generaria multiples
sublecturas porque la polimerasa puede continuar alrededor de toda la plantilla circular de ADN mudltiples veces. En
una realizacién, una sublectura solo puede contener un subconjunto de la secuencia, modificaciones de bases u otra
informacién molecular de la plantilla de ADN circular debido, en una realizacién, a la existencia de errores de
secuenciacion.

Como se ilustra en la FIG. 3, los tiempos de llegada y las duraciones de los pulsos de fluorescencia resultantes
permitirian medir la cinética de la polimerasa. La duraciéon interpulso (IPD) es una métrica para la duracién de un
periodo de tiempo entre dos pulsos de emisién, cada uno de los cuales sugeriria un nucledtido etiquetado
fluorescentemente incorporado en una hebra naciente (FIG. 3). Como se muestra en la FIG. 3, la anchura de pulso
(PW) es otra métrica que refleja la cinética de la polimerasa, en asociacién con la duracién de los pulsos relacionados
con una llamada de base. PW podria ser la duracién del pulso al 0 % de la altura del pico de la sefial (es decir, la
intensidad fluorescente del nucleétido etiquetado con colorante segun se incorpora). En una realizacién, PW se podria
definir, por ejemplo, pero no se limita a, la duracién del pulso al 5 %, 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %,
0 el 90 % de la altura del pico de la sefial. En algunas realizaciones, la PW puede ser el rea bajo el pico dividida por
la altura del pico de la sefial.

Se ha mostrado que dichas cinéticas de polimerasa, tales como las IPD, se ven afectadas por modificaciones de bases
tales como NB6-metiladenina (6mA), 5-metilcitosina (5mC) y 5-hidroximetilcitosina (5hmC) en secuencias sintéticas y
microbianas (por ejemplo, E. coli) (Flusberg et al., 2010). Flusberg et al. 2010 no utilizé el contexto de secuencia ni la
IPD como entradas independientes para detectar una modificacion, lo que resulté en un modelo que carecia de una
precision practicamente significativa para la deteccion. Flusberg et al. Solo se utilizd el contexto de secuencia para
confirmar que ocurrieron 6mA en GATC. Flusberg et al. no dice nada sobre el uso del contexto de secuencia en
combinacién con IPD como entradas para detectar el estado de metilacion.

Las interrupciones débiles conferidas a la incorporacion de nuevas bases a la 5-metilcitosina en hebras
complementarias hacen que la llamada de metilacion sea extremadamente desafiante incluso para genomas
microbianos relativamente simples cuando se utilizan sefiales IPD Unicamente, ya que se informé que la deteccién del
motivo de metilacion C"CWGG solo varié desde 1.9 % hasta 4.3 % (Clark et al., 2013). Por ejemplo, el paquete de
software analitico (SMRT Link v6.0.0) proporcionado por Pacific Biosciences no puede realizar anélisis de 5mC.
Ademas, una versién anterior de SMRT Link v5.1.0 requeria utilizar la enzima Tet1 para convertir 5SmC a 5-
carboxilcitosina (ScaC) antes del analisis de metilacidn, ya que las sefiales IPD asociadas con ScaC se potenciarian
(Clark et al., 2013). Por lo tanto, no es sorprendente que no haya estudios que muestren la viabilidad de utilizar la
secuenciacidén en tiempo real de Unica molécula para analizar el ADN nativo en todo el genoma humano.

Il. Patrones de ventana de medicién y modelos de aprendizaje automético

Se desean técnicas para detectar la metilacién en bases sin convertir enzimética o quimicamente la metilacion y/o la
base. Como se describe en el presente documento, la metilacién en una base diana se puede detectar utilizando datos
de caracteristicas cinéticas obtenidos de una secuenciaciéon en tiempo real de Unica molécula para las bases que
rodean la base diana. Las caracteristicas cinéticas pueden incluir duracién interpulso, anchura de pulso y contexto de
secuencia. Estas caracteristicas cinéticas se pueden obtener para una ventana de medicién de un cierto nimero de
nucleétidos en direccién ascendente y en direccién descendente de la base diana. Estas caracteristicas (por ejemplo,
en ubicaciones particulares en la ventana de medicidén) se pueden utilizar para entrenar un modelo de aprendizaje
automatico. Como ejemplo de preparaciéon de muestra, las dos hebras de una molécula de ADN se pueden conectar
mediante adaptadores de horquilla, formando de esta manera una molécula de ADN circular. La molécula de ADN
circular permite obtener caracteristicas cinéticas para una o ambas hebras de Watson y Crick. Se puede desarrollar
un marco de andlisis de datos basado en las caracteristicas cinéticas de las ventanas de medicién. Este marco de
analisis de datos se puede utilizar para detectar la metilacién. La seccién describe varias técnicas para detectar la
metilacién.

A Utilizacién de una sola hebra

Como se muestra en la FIG. 4, como un ejemplo de la presente invencién, obtuvimos las sublecturas de la hebra de
Watson de la secuenciacién SMRT de Pacific Biosciences para analizar una base particular con respecto a los estados
de metilacion. En la Fig. 4, las 3 bases de cada lado de una base que se sometié a analisis de metilacién se definirian
como una ventana de medicién 400. En una realizacion, el contexto de secuencia, las IPD y las PW para estas 7 bases
(es decir, 3 nucledtidos (nt) en direccién ascendente y la secuencia en direccién descendente y un nucleétido para el
analisis de metilacién) se compilaron en una matriz bidimensional (es decir, 2-D) como una ventana de medicién. En
el ejemplo mostrado, la ventana de medicién 400 es para una sublectura de la hebra de Watson. Otras variaciones se
describen en el presente documento.
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La primera fila 402 de la matriz indicé la secuencia que se estudié. En la segunda fila 404 de la matriz, la posicién 0
representaba la base para el anélisis de metilacién. Las posiciones relativas de -1, -2 y -3 indicaron la posicién 1-nt,
2-nt y 3-nt, respectivamente, en direcciébn ascendente de la base que se sometié al analisis de metilacion. Las
posiciones relativas de +1, +2 y +3 indicaron la posicién 1-nt, 2-nt y 3-nt, respectivamente, en direccién descendente
de la base que se someti6 al anélisis de metilacién. Cada posicién incluye 2 columnas, que contienen los valores de
IPD y PW correspondientes. Las siguientes 4 filas (filas 408, 412, 416 y 420) correspondieron a 4 tipos de nucleétidos
(A, C, Gy T)en la hebra (por ejemplo, hebra de Watson), respectivamente. La presencia de valores de IPD y PW en
la matriz dependia de qué tipo de nucledtido correspondiente se secuencié en una posiciéon particular. Como se
muestra en la FIG. 4, en la posicién relativa de 0. los valores de IPD y PW se mostraron en la fila que indica ‘G’ en la
hebra de Watson, lo que sugiere que se llamé una guanina en el resultado de la secuencia en esa posicién. Las otras
cuadriculas en una columna que no correspondieran a una base secuenciada se codificarian como ‘0. Como un
ejemplo, la informacién de secuencia correspondiente a la matriz digital 2-D (FIG. 4) seria 5-GATGACT-3' para la
hebra de Watson.

Como se muestra en una realizacién de la invencién representada en la FIG. 5, la ventana de medicién podria aplicarse
a los datos de la hebra de Crick. Obtuvimos las sublecturas de la hebra de Crick a partir de una secuenciacién en
tiempo real de Unica molécula para analizar una base particular con respecto a los estados de metilacién. En la Fig.
5, las 3 bases de cada lado de una base que se sometié a analisis de metilacién y la base sometida a analisis de
metilacién se definirian como una ventana de medicién. En una realizacién, el contexto de secuencia, IPD, PW para
estas 7 bases (es decir, secuencia de 3 nucledtidos (nt) en direccién ascendente y en direccion descendente y un
nucleétido para el anélisis de metilacién) se compilaron en una matriz bidimensional (es decir, 2-D) como ventana de
medicién. La primera fila de la matriz indicé la secuencia que se estudié. En la segunda fila de la matriz, la posicién 0
representaba la base para el anélisis de metilacién. Las posiciones relativas de -1, -2 y -3 indicaron la posicién 1-nt,
2-nt y 3-nt, respectivamente, en direccién ascendente de la base que se sometié al analisis de metilacion. Las
posiciones relativas de +1, +2 y +3 indicaron la posicién 1-nt, 2-nt y 3-nt, respectivamente, en direccién descendente
de la base que se sometid al anélisis de metilacién. Cada posicién incluye 2 columnas, que contenian los valores de
IPD y PW correspondientes. Las siguientes 4 filas correspondieron a 4 tipos de nucleétidos (A, C, Gy T) en esta hebra
(por ejemplo, la hebra de Crick). La presencia de valores de IPD y PW en la matriz dependia de qué tipo de nucleétido
correspondiente se secuencié en una posicién particular. Como se muestra en la FIG. 5, en la posicién relativa de 0.
los valores de IPD y PW se mostraron en la fila que indica ‘T’ en la hebra de Crick, lo que sugiere que se llamé timina
en el resultado de la secuencia en esa posicion. Las otras cuadriculas en una columna que no correspondieran a una
base secuenciada se codificarian como ‘0’. Como un ejemplo, la informacién de secuencia correspondiente a la matriz
digital 2-D (FIG. 5) seria 5-ACTTAGC-3’ para la hebra de Crick.

B. Utilizacién de ambas hebras de Watson y Crick

La FIG. 6 muestra una realizacién de la invencién en la que la ventana de medicidén se podria implementar de manera
que se pudieran combinar datos de la hebra de Watson y su hebra de Crick complementaria. Como se muestra en la
FIG. 6, obtuvimos las sublecturas de las hebras de Watson y Crick a partir de una secuenciacién en tiempo real de
Unica molécula para analizar una base particular para la metilacién. En una realizacién, la ventana de medicién de la
hebra de Crick de la plantilla de ADN circular era complementaria a la ventana de medicién de la hebra de Watson,
que se sometié a analisis de metilacién. En la Fig. 6, las 3 bases de cada lado de la primera base en la hebra de
Watson que se someti6 al analisis de metilacidén y la primera base se definirian como la primera ventana de medicion.
Las 3 bases de cada lado de la segunda base en la hebra de Crick y la segunda base se definirian como la segunda
ventana de medicién. La segunda base fue complementaria a la primera base. En una realizacién, el contexto de
secuencia, las IPD, las PW para estas 7 bases (es decir, secuencia de 3 nucleétidos (nt) en direccién ascendente y
en direccién descendente y un nucleétido para el analisis de metilacidén) de las hebras de Watson y Crick se compilaron
en matrices bidimensionales (es decir, 2 -D). Estas ventanas de medicién de las hebras de Watson y Crick se
consideraron como la primera y segunda ventanas de medicién, respectivamente.

La primera fila de la matriz de las hebras de Watson y Crick indicd la secuencia que se estudié. En la segunda fila de
la matriz de la hebra de Watson, la posicién O representaba la primera base para el analisis de metilacién. La posicidén
de 0 mostrada en la segunda fila de la matriz de la hebra de Crick representé la segunda base complementaria a la
primera base. Las posiciones relativas de -1, -2 y -3 indicaron la posicién 1-nt, 2-nt y 3-nt, respectivamente, en direccién
ascendente de la primera y segunda bases. Las posiciones relativas de +1, +2 y +3 indicaron la posicién 1-nt, 2-nty
3-nt, respectivamente, en direcciéon descendente de la primera y segunda bases. Cada posicién derivada de las hebras
de Watson y Crick corresponderia a 2 columnas que contenian los valores de IPD y PW correspondientes. Las
siguientes 4 filas en las matrices de las hebras de Watson y Crick correspondieron a 4 tipos de nucleétidos (A, C, Gy
T) en la hebra especifica (por ejemplo, la hebra de Crick), respectivamente. La presencia de valores de IPD y PW en
la matriz dependia de qué tipo de nucleétido correspondiente se secuencid en una posicién particular.

Como se muestra en la FIG. 6, en la posicion relativa de 0. los valores de IPD y PW se mostraron en la fila que indica
‘A’ en la hebra de Watson y ‘T’ en la hebra de Crick, lo que sugiere que se llamaron adenina y timina en el resultado
de la secuencia en esa posiciéon de las hebras de Watson y Crick, respectivamente. Las otras cuadriculas en una
columna que no correspondieran a la base secuenciada se codificarian como ‘0’. Como un ejemplo, la informacién de
secuencia correspondiente a la matriz digital 2-D de la hebra de Watson (FIG. 6) seria 5-ATAAGTT-3’. La informacién
de secuencia correspondiente a la matriz digital 2-D de la hebra de Crick (FIG. 6) seria 5-AACTTAT-3".
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Como se muestra en este ejemplo, los datos de las hebras de Watson y Crick se pueden combinar para formar una
nueva matriz, que también se puede considerar como una ventana de medicién. Esta nueva matriz se puede utilizar
como una muestra Unica que se utiliza para entrenar un modelo de aprendizaje automatico. Por lo tanto, todos los
valores de la nueva matriz se pueden tratar como caracteristicas separadas, aunque la colocacién particular en la
matriz 2D puede tener un impacto, por ejemplo, cuando se utiliza una red neuronal convolucional (CNN). El contexto
de secuencia en las diversas posiciones para las diferentes hebras se puede transmitir a través de entradas distintas
de cero en la matriz.

La FIG. 7 muestra que la ventana de medicién de la presente invencién se podria implementar de manera que los
datos de las hebras de Watson y Crick no sean posiciones exactamente complementarias entre si. Como se muestra
en la FIG. 7, la primera ventana de medicién fue 5-ATAAGTT-3’; y la segunda ventana de medicién fue 5-GTAACGC-
3. En algunas realizaciones, las hebras de Watson y Crick se pueden desplazar entre si de tal manera que las
posiciones no sean complementarias.

La FIG. 8 muestra que se podria utilizar una ventana de medicién de la presente invencién para analizar los estados
de metilacién en los sitios CpG. La posicién 0 corresponde a la citosina del sitio CpG y, por tanto, hay un
desplazamiento de una posicién entre las dos hebras, de tal manera que C esta en la posicién 0 para ambas hebras.
De acuerdo con lo anterior, sélo una porcién de las secuencias incluidas en la ventana de medicién de las hebras de
Watson y Crick son complementarias entre si. En otras realizaciones, todas las secuencias en la ventana de medicién
de las hebras de Watson y Crick pueden ser complementarias entre si. En todavia otras realizaciones, ninguna de las
secuencias en la ventana de medicion de las hebras de Watson y Crick es complementarias entre si.

En una realizacién, para una ventana de medicién, la longitud del tramo de ADN que rodea una base que se sometid
a anélisis de metilacién podria ser asimétrica. Por ejemplo, X-nt en direccién ascendente e Y-nt en direccién
descendente de esa base se podrian utilizar para el analisis de modificacién de bases. X podria incluir, pero no se
limita a, 00, 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, 100, 150, 200, 300, 400, 500, 1000, 2000,
4000, 5000, y 10000; Y podria incluir, pero no se limita a, 0, 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, 100, 150, 200, 300, 400, 500, 1000, 2000, 4000, 5000, y 10000.

C. Modelos de entrenamiento y deteccién de metilacién.

La FIG. 9 muestra un procedimiento general de la presente invencién en cuanto a cdmo utilizar la ventana de medicién
para determinar cualquier metilacién. Las muestras de ADN que se sabia que estaban modificadas y no modificadas
se sometieron a una secuenciacién en tiempo real de Unica molécula. El ADN modificado (por ejemplo, la molécula
902 modificada) significa que la base (por ejemplo, la base 904) tiene la modificacién (metilacién) en el sitio. El ADN
no modificado (por ejemplo, la molécula 906 no modificada) significa que la base (por ejemplo, la base 908) no tiene
la metilacién en el sitio. Ambos conjuntos de ADN se pueden crear o procesar artificialmente para formar el ADN
modificado 0 no modificado.

En el estadio 910, las muestras luego se pueden someter a una secuenciacién en tiempo real de Unica molécula.
Como parte de la secuenciacion SMRT, las moléculas circulares se podrian secuenciar multiples veces al pasar
repetidamente a través de la ADN polimerasa inmovilizada. La informacién de secuencia obtenida de cada vez se
considerard una sublectura. De este modo, una plantilla de ADN circular generaria mdaltiples sublecturas. Las
sublecturas de secuenciacion se pueden alinear con un genoma de referencia utilizando, por ejemplo, pero sin limitarse
a, BLASR (Mark J Chaisson et al, BMC Bioinformatics. 2012; 13: 238). En varias otras realizaciones, se podrian utilizar
BLAST (Altschul SF et al, J Mol Biol. 1990;215(3):403-410), BLAT (Kent WJ, Genome Res. 2002;12(4).656-664), BWA
(Li H et al, Bioinformatics. 2010;26(5):589-595), NGMLR (Sedlazeck FJ et al, Nat Methods. 2018;15(6):461-468), LAST
(Kielbasa SM et al, Genome Res. 2011;21(3):487-493) y Minimap2 (Li H, Bioinformatics. 2018;34(18):3094-3100) para
alinear sublecturas con un genoma de referencia. La alineacién puede permitir que los datos de multiples sublecturas
se combinen (por ejemplo, promedien) ya que se pueden identificar los datos en cada sublectura para la misma
posicion.

En el estadio 912, a partir del resultado de la alineacién, se obtuvieron IPD, PW y contexto de secuencia que rodea
una base que se sometié a analisis de metilacién. En el estadio 914, las IPD, PW y el contexto de secuencia se
registraron en una determinada estructura, por ejemplo, pero no se limitan a, una matriz 2-D como se muestra en la
FIG. 9.

En el estadio 916, se utilizaron una serie matrices 2-D que contenian los patrones cinéticos de referencia derivados
de moléculas con metilaciones conocidas para entrenar el(los) modelo(s) analitico(s), computacional(es),
matematico(s) o estadistico(s). En el estadio 918 se desarrolla un modelo estadistico resultante del entrenamiento.
Por simplicidad, la FIG. 9 muestra solo un modelo estadistico desarrollado mediante entrenamiento, pero se puede
desarrollar cualquier modelo 0 marco de analisis de datos. Los marcos de analisis de datos de ejemplo incluyen
modelos de aprendizaje automatico, modelos estadisticos y modelos matematicos. Los modelos estadisticos podrian
incluir, pero no se limitan a, regresién lineal, regresidén logistica, red neuronal recurrente profunda (por ejemplo,
memoria a largo plazo, LSTM), clasificador de Bayes, modelo oculto de Markov (HMM), anélisis discriminante lineal
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(LDA), agrupamiento k-medias, agrupamiento espacial de aplicaciones con ruido basada en densidad (DBSCAN),
algoritmo de bosque aleatorio y maquina de vectores de soporte (SVM). Un tramo de ADN que rodea una base que
se sometié a anélisis de metilacién podria ser X-nt en direccién ascendente e Y-nt en direccién descendente de esa
base, a saber, “ventana de medicién”.

Las estructuras de datos se pueden utilizar en un proceso de entrenamiento, ya que se conocen los resultados
correctos (es decir, el estado de metilacién). Por ejemplo, las IPD, PW y el contexto de secuencia correspondiente a
3 nt en direccién ascendente y en direccion descendente de una base de la(s) hebra(s) de Watson y/o Crick se pueden
utilizar para construir la matriz 2-D que se utilizara para ellos modelo(s) estadistico(s) para clasificar las metilaciones.
De esta manera, el entrenamiento puede proporcionar un modelo que pueda clasificar una metilacién en una posicién
de un acido nucleico con un estado previamente conocido.

La FIG. 10 muestra un procedimiento general de la presente invenciéon sobre coémo el(los) modelo(s) estadistico(s)
aprendido(s) de muestras de ADN que llevaban estados conocidos de metilaciones pueden detectar la metilacién. Una
muestra con estados desconocidos de metilaciones se sometié a secuenciacibn SMRT. Las sublecturas de
secuenciacion se alinearon con un genoma de referencia utilizando, por ejemplo, las técnicas mencionadas
anteriormente. Ademas o en su lugar, las sublecturas se pueden alinear entre si. Todavia otras realizaciones pueden
utilizar solo una sublectura o analizarlas de forma independiente de tal manera que no se realice la alineacion.

Para una base que se sometié a analisis de metilacién, se obtendrian las IPD, las PW y contexto de secuencia de la(s)
hebra(s) de Watson y/o Crick en los resultados de alineacién utilizando una ventana de medicién comparable a la
utilizada en la etapa de entrenamiento (FIG. 9), y estaba asociado con esa base. En otra realizacién, las ventanas de
medicién entre los procedimientos de entrenamiento y prueba serian diferentes. Por ejemplo, el tamafio de las
ventanas de medicién entre los procedimientos de entrenamiento y de prueba podria ser diferente. Esas IPD, PW y
contexto de secuencia se transformarian en una matriz 2-D. Dicha matriz 2-D de una muestra de prueba se compararia
con las caracteristicas cinéticas de referencia para determinar las metilaciones. Por ejemplo, la matriz 2-D de una
muestra de prueba se puede comparar con caracteristicas cinéticas de referencia a través del(los) modelo(s)
estadistico(s) que se aprendieron de las muestras de entrenamiento, de tal manera que se podrian determinar las
metilaciones en sitios en las moléculas de acido nucleico en una muestra de prueba. Los modelos estadisticos podrian
incluir, pero no se limitan a, regresién lineal, regresidén logistica, red neuronal recurrente profunda (por ejemplo,
memoria a largo plazo, LSTM), clasificador de Bayes, modelo oculto de Markov (HMM), anélisis discriminante lineal
(LDA), agrupamiento k-medias, agrupamiento espacial de aplicaciones con ruido basada en densidad (DBSCAN),
algoritmo de bosque aleatorio y maquina de vectores de soporte (SVM).

La FIG. 11 muestra un procedimiento general sobre c6mo se podria elaborar el método para clasificar estados de
metilacién en sitios CpG. Las muestras de ADN que se sabia que estaban desmetiladas y metiladas en sitios CpG se
sometieron a secuenciacién en tiempo real de Unica molécula. Las sublecturas de secuenciacién se alinearon con un
genoma de referencia. Se utilizaron datos de la hebra de Watson.

A partir del resultado de la alineacién, las IPD, PW y el contexto de secuencia que rodean una citosina en un sitio CpG
que se sometié a anélisis de metilaciéon se obtuvieron y registraron en una determinada estructura, por ejemplo, pero
no limitada a, matriz 2-D como se muestra. en la Fig. 11. Para entrenar el(los) modelo(s) estadistico(s) se utilizaron
una serie matrices 2-D que contenian los patrones cinéticos de referencia derivados de moléculas con estados de
metilacién conocidos. Un tramo de ADN que rodea una base bajo interrogacién podria ser X-nt en direccién ascendente
e Y-nt en direccién descendente de esa base, a saber, la “ventana de medicién”. X podria incluir, pero no se limitan a,
0,1,2,3,4,56,7, 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, 100, 150, 200, 300, 400, 500, 1000, 2000, 4000, 5000, y
10000; Y podria incluir, pero no se limitaa, 0, 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, 100, 150,
200, 300, 400, 500, 1000, 2000, 4000, 5000, y 10000. En una realizacién, las IPD, las PW y el contexto de secuencia
correspondiente a 3- nt en direccién ascendente y en direccién descendente de una base de la hebra de Watson se
podria utilizar para construir la matriz 2-D que se utilizé para entrenar el(los) modelo(s) estadistico(s) para clasificar
las metilaciones.

La FIG. 12 muestra un procedimiento general para clasificar los estados de metilacién de una muestra desconocida.
Una muestra con estados de metilacién desconocidos se sometid a una secuenciaciéon en tiempo real de Unica
molécula. Las sublecturas de secuenciacion se alinearon con un genoma de referencia.

Para una citosina de un sitio CG en el resultado de la alineacién, se obtendrian las IPD, las PW y contexto de secuencia
de la hebra de Watson utilizando una ventana de medicion comparable que se aplicé en la etapa de entrenamiento
(FIG. 11), asociada con esa base cuya metilacién estaba bajo interrogacién. Esos IPD, PW y contexto de secuencia
se pueden transformar en una matriz 2-D. Dicha matriz 2D de una muestra de prueba se compararia con los patrones
cinéticos de referencia ilustrados en la FIG. 11 para determinar los estados de metilaciéon. X11

La FIG. 13 y FIG. 14 muestran que las caracteristicas cinéticas de la hebra de Crick se podrian utilizar para los
procedimientos de entrenamiento y prueba de la invencién como se explicd anteriormente, de manera similar a los
procedimientos con la hebra de Watson. El(los) modelo(s) estadistico(s) podrian ser iguales o diferentes. Cuando son
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modelos diferentes, se podrian utilizar para obtener clasificaciones independientes, que se pueden comparar; por
ejemplo, si estdn de acuerdo entonces se identifica un estado de modificacién. Si no estan de acuerdo, entonces se
podria identificar un estatus de no clasificado. Cuando son el mismo modelo, los datos se pueden combinar en una
Unica estructura de datos, por ejemplo, la matriz en la FIG. 6.

La FIG. 15 y FIG. 16 muestran que las caracteristicas cinéticas de las hebras de Watson y Crick se podrian utilizar
para los procedimientos de entrenamiento y prueba de la invencién como se explicé anteriormente. Las muestras de
ADN que se sabia que estaban desmetiladas y metiladas en sitios CpG se sometieron a secuenciacién en tiempo real
de Unica molécula. Las sublecturas de secuenciacién se alinearon con un genoma de referencia, aunque es posible
la alineacién de las sublecturas entre si, como se puede hacer con otros métodos descritos en el presente documento.

Para una sublectura en el resultado de la alineacién, se obtuvieron IPD, PW y contexto de secuencia que rodean una
citosina de un sitio CpG que se sometié a analisis de metilacién. Debido a que las moléculas de ADN se circularizaron
a través del uso de dos adaptadores de horquilla (por ejemplo, siguiendo un protocolo de preparaciéon de plantilla
SMRTBEell), las moléculas circulares se pudieron secuenciar mas de una vez, generando de esta manera multiples
sublecturas de una molécula. Las sublecturas se pueden utilizar para generar lecturas de secuenciacion de consenso
circular (CCS). En general, para todos los métodos descritos en el presente documento, un ZMW podria generar
multiples sublecturas pero solo corresponderia a una lectura CCS.

En algunas realizaciones, el conjunto de datos completamente no metilado se podria crear mediante PCR en
fragmentos de ADN humano. Por ejemplo, el conjunto de datos completamente metilado se podria producir a través
de fragmentos de ADN humano tratados con CpG metiltransferasa M.Sssl, en los que se suponia que todos los sitios
CpG estaban metilados. En otros ejemplos, se podria utilizar otra CpG metiltransferasa, tal como M.Mpel. En otras
realizaciones, secuencias sintéticas con estados de metilacién conocidos 0 muestras de ADN preexistentes con
diferentes niveles de metilacién, o estados metilados hibridos creados mediante corte con enzimas de restriccion de
moléculas de ADN metiladas y no metiladas seguido de ligacién (lo que crearia una proporcién de moléculas de ADN
quiméricas metiladas/no metiladas) se podrian utilizar para entrenar los modelos o clasificadores de prediccién de
metilacién.

La transformacién de patrones cinéticos, que incluye el contexto de secuencia, IPD y anchura de pulso (PW), puede
ser una matriz 2-D que comprende caracteristicas de hebras de Watson y Crick para analizar estados de metilacién
en sitios CG, como se ilustra en la FIG. 15. Este enfoque nos permitié capturar con precisién los cambios cinéticos
sutiles causados por las citosinas metiladas, asi como su contexto de secuencia cercano. Como con cualquiera de los
diversos métodos descritos en el presente documento, para cada CpG presente en una sublectura, la ventana de
medicion de (por ejemplo, 3 bases en direccién ascendente y en direccién descendente de una citosina de un sitio
CpG) se puede utilizar para analisis posteriores, lo que lleva a un total de 7 nucleétidos (que incluyen la citosina de un
sitio CpG) que se analizaron juntos. Se pueden calcular la IPD y la PW para cada base entre esos 7 nucleétidos. Para
capturar el contexto de secuencia que se atribuye a los cambios cinéticos, las sefiales IPD y PW se pueden compilar
en una llamada de base particular, posiciones de secuenciacidn relativas y la informacién de la hebra como se muestra
en la FIG. 15. Dicha estructura de datos se denomina matriz cinética digital 2-D por simplicidad.

Dicha matriz digital 2-D es analoga a una “imagen digital 2-D”. Por ejemplo, la primera fila de la matriz digital 2-D
contenia las posiciones relativas que rodean una citosina de un locus CpG que se sometié a analisis de metilacién,
con 3 nt en direccién ascendente y en direccién descendente de ese sitio de citosina. La posicién O representaba el
sitio de citosina cuya metilacién se iba a determinar. Las posiciones relativas de -1 y -2 indicaron el 1 nty el 2 nt en
direccién ascendente de la citosina en cuestion. Las posiciones relativas de +1 y +2 indicaron el 1-nt y el 2-nt en
direccién descendente de la citosina que se utilizarian. Cada posicién corresponderia a 2 columnas que contenian los
valores de IPD y PW correspondientes. Cada fila correspondia a los 4 tipos de nucleétidos (A, C, Gy T) en las hebras
de Watson y Crick. El llenado de los valores de IPD y PW en la matriz dependia de qué tipo de nucleétido
correspondiente estaba preestablecido en el resultado secuenciado (es decir, sublectura) en una posicién particular.

Como se muestra en la FIG. 15, en la posicion relativa de 0. los valores de IPD y PW se mostraron en la fila de ‘C’ en
la hebra de Watson, lo que sugiere que se llamé citosina en esa posicién. Las otras cuadriculas en una columna que
no correspondieran a una base secuenciada se codificarian como ‘0’. Como un ejemplo, la informacién de secuencia
correspondiente a la matriz digital 2-D (FIG. 15) seria 5-ATACGTT-3' y 5-TAACGTA-3’ para las hebras de Watson y
Crick, respectivamente. En este contexto, las secuencias en direccién ascendente y en direccién descendente que
flanquean una citosina de un sitio CpG en las hebras de Watson y Crick serian diferentes. Dado que la metilacién en
los sitios CpG seria simétrica entre las hebras de Watson y Crick (Lister et al., 2009), se utiliz6 la cinética en ambas
hebras para entrenar el modelo de prediccion de la metilacién en una realizacion preferida. En otra realizacién, las
hebras de Watson y Crick se podrian utilizar para entrenar el modelo de prediccién de metilacién por separado.

Teniendo en cuenta el alto rendimiento de datos de la secuenciacién en tiempo real de Unica molécula, en una
realizacién, un algoritmo de aprendizaje profundo (por ejemplo, redes neuronales convolucionales (CNN)) (LeCun et
al., 1989) puede ser adecuado para distinguir los CpG metilados. de CpG no metilados. También se podrian utilizar
otros algoritmos ademas o en su lugar, por ejemplo, pero no se limitan a, regresidn lineal, regresién logistica, red
neuronal recurrente profunda (por ejemplo, memoria a largo plazo, LSTM), clasificador de Bayes, modelo oculto de
Markov (HMM)., anélisis discriminante lineal (LDA), agrupamiento de k-medias, agrupamiento espacial de aplicaciones
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con ruido basada en densidad (DBSCAN), algoritmo de bosque aleatorio y maquina de vectores de soporte (SVM),
etc. El entrenamiento puede utilizar las hebras de Watson y Crick por separado o en una nueva matriz combinada,
como se describe en las FIG. 6-8.

Otra transformacién de patrones cinéticos podria ser una matriz N-dimensional. N podria ser, por ejemplo, 1, 3, 4, 5,
6y 7. Por ejemplo, la matriz 3-D seria una pila de matrices 2-D estratificadas de acuerdo con el nimero de sitios CG
en tandem para un tramo de ADN. que se va a analizar, en el que la 32 dimensién seria el nimero de sitios CG en
tdndem en ese tramo de ADN. La intensidad de pulso o la magnitud del pulso (por ejemplo, medida por la altura
méaxima de un pulso o por el drea bajo la sefial del pulso) también se podrian incorporar en una matriz en algunas
realizaciones. La intensidad de pulso (una métrica para la amplitud del pico del pulso, FIG. 3) se podria agregar a una
columna adicional adyacente a las columnas en asociacién con los valores de PW e IPD en la parte superior de la
matriz 2-D original, o agregar a una 32 dimensién para formar una matriz 3-D.

Como ejemplos adicionales, una matriz 2D de 8 (fila) x 21 (columna) se puede transformar en una matriz 1-D (es decir,
vector) que comprende 168 elementos. Y podemos escanear esta matriz 1-D, por ejemplo, para realizar CNN u otro
modelado. Como otro ejemplo, los métodos pueden dividir una matriz 2D de 8 x 21 en multiples matrices més
pequefias, por ejemplo, dos matrices 2D de 4 x 21. Al juntar estas dos matrices mas pequefias en direccién vertical se
obtiene una matriz tridimensional (es decir, x=21, y=4, z=2). Los métodos pueden escanear la 12 matriz 2D y luego la
22 matriz 2D, para formar la presentaciéon de datos para el aprendizaje automatico. Los datos se pueden dividir ain
mas para formar una matriz de dimensiones superiores. Adicionalmente, se puede agregar informacién de estructura
secundaria a la estructura de datos, por ejemplo, una matriz adicional (matriz 1-D) encima de la matriz 2-D. Dicha
matriz adicional puede codificar si cada base dentro de la ventana de medicién esté involucrada en una estructura
secundaria (por ejemplo, estructura de tallo-bucle), por ejemplo, la base que involucra el “tallo” se codifica como O y la
base que involucra el “bucle” se codifica como 1.

En una realizacién, el estado de metilacién de un sitio CpG dentro de una Unica molécula de ADN se puede expresar
como una probabilidad de ser metilado basandose en un modelo estadistico, en lugar de dar un resultado cualitativo
de “metilado” o “no metilado”. Una probabilidad de 1 indica que, en base al modelo estadistico, un sitio CpG se puede
considerar metilado. Una probabilidad de 0 indica que, en base al modelo estadistico, un sitio CpG se puede considerar
no metilado. En anélisis en direccién descendente posteriores, se puede utilizar un valor de corte para clasificar si un
sitio CpG particular se clasifica como “metilado” 0 “no metilado” en base a la probabilidad. Los posibles valores del
valor de corte incluyen 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %,
80 %, 85 %, 90 % o 95 %. La probabilidad prevista de ser metilado para un sitio CpG mayor que un valor de corte
predefinido se puede clasificar como “metilado”, mientras que la probabilidad de ser metilado para un sitio CpG no
mayor que un valor de corte predefinido se puede clasificar como “no metilado”. Se obtendria un valor de corte deseado
a partir del conjunto de datos de entrenamiento utilizando, por ejemplo, el analisis de la curva de caracteristicas
operativas del receptor (ROC).

La FIG. 16 muestra un procedimiento general para clasificar los estados de metilacién de una muestra desconocida
de las hebras de Watson y Crick. la muestra con estados de metilacién desconocidos se sometié a secuenciacién en
tiempo real de Unica molécula. Las sublecturas de secuenciacién se pueden alinear con un genoma de referencia o
entre si, como ocurre con otros métodos, para determinar valores de consenso (por ejemplo, promedio, mediana,
moda u otro valor estadistico) para una posicién determinada. Como se muestra, los valores medidos para las dos
hebras se pueden combinar en una Unica matriz 2D.

Para una citosina de un sitio CG en el resultado de la alineacién, se obtendrian IPD, PW y contexto de secuencia de
la hebra de Watson utilizando una ventana de medicién comparable (3 nt en direccién ascendente y en direccién
descendente de una citosina de un sitio CpG) como aplicado en la etapa de entrenamiento (FIG. 16), asociada con
esa base cuya metilacién estaba bajo interrogacién, aunque se pueden utilizar ventanas de diferentes tamafios. Dicha
matriz 2D de una muestra de prueba se puede comparar con los patrones cinéticos de referencia ilustrados en la FIG.
16 para determinar los estados de metilacién.

Ill. Ejemplo de modelo de entrenamiento para la deteccion de metilacién

Para probar la viabilidad y validez de los enfoques propuestos de la invencién, preparamos una biblioteca de ADN de
placenta con tratamiento con M.Sssl (biblioteca metilada) y amplificacién por PCR (biblioteca no metilada) antes de la
secuenciacidén en tiempo real de Unica molécula. Obtuvimos 44,799,736 y 43,580,452 sublecturas para bibliotecas
metiladas y no metiladas, respectivamente, correspondientes a 421,614 y 446,285 secuencias de consenso circulares
(CCS). Como resultado, cada molécula se secuencié con una mediana de 34 y 32 veces en bibliotecas metiladas y no
metiladas. El conjunto de datos se generé a partir de ADN preparado con el Kit de Secuenciacién Sequel 3.0 de Pacific
Biosciences. Este kit fue desarrollado para utilizarse con el secuenciador Sequel original de Pacific Biosciences. Para
diferenciar el Sequel de su sucesor, Sequel Il, en el presente documento nos referimos a la Sequel original como
Sequel |. Por lo tanto, al Kit de secuenciacién Sequel 3.0 se le denominara en el presente documento Kit de
Secuenciacidén Sequel | 3.0. Los kits de secuenciacién disefiados para el secuenciador Sequel Il incluyen el Kit de
Secuenciacién Sequel Il 1.0 y el Kit de Secuenciacién Sequel Il 2.0 que también se describen en esta divulgacion.
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Utilizamos el 50 % de las moléculas secuenciadas generadas a partir de bibliotecas metiladas y no metiladas para
entrenar un modelo estadistico (y utilizamos el 50 % restante para la validacién), que en este caso es un modelo de
red neuronal convolucional (CNN). Como un ejemplo, el modelo CNN puede tener una o més capas convolucionales
(por ejemplo, capas 1D o 2D). Una capa convolucional puede utilizar uno o més filtros diferentes, y cada filtro utiliza
un nucleo que opera con valores de matriz locales (por ejemplo, vecinos o circundantes) de un elemento de matriz
particular, proporcionando de esta manera un nuevo valor al elemento de matriz particular. Una implementacién utilizd
dos capas de convolucién 1D (cada una con 100 filtros con un tamafio de nlcleo de 4). Los filtros se pueden aplicar
por separado y luego combinar (por ejemplo, en un promedio ponderado). Una matriz resultante puede ser més
pequefia que la matriz de entrada.

Las capas convolucionales pueden ir seguidas de una capa RelLU (unidad lineal rectificada), a la que puede seguir
una capa de exclusién con una tasa de exclusién de 0.5. la ReLU es un ejemplo de una funcién de activacién que
puede operar en los valores individuales que dan como resultado la nueva matriz (imagen) de la(s) capa(s)
convolucional(es). También se pueden utilizar otras funciones de activacion (por ejemplo, sigmoide, softmax, etc.). Se
pueden utilizar una o mas de dichas capas. La capa de exclusién se puede utilizar en la capa ReLU o en una capa de
agrupacién maxima y actuar como una regularizacién para evitar el sobreajuste. La capa de exclusidén se puede utilizar
durante el proceso de entrenamiento para ignorar valores diferentes (por ejemplo, aleatorios) durante diferentes
iteraciones de un proceso de optimizacién (por ejemplo, para reducir una funcién de coste/pérdida) que se realiza
como parte del entrenamiento.

Se puede utilizar una capa de agrupacién maxima (por ejemplo, un tamafio de agrupacién de 2) después de la capa
RelLU. La capa de agrupacién méaxima puede actuar de manera similar a la capa de convolucidn, pero en lugar de
tomar un producto de punto entre la entrada y el nucleo, se puede tomar el maximo de la regién de la entrada
superpuesta por el nlcleo. Se pueden utilizar més capa(s) convolucional(es). Por ejemplo, los datos de una capa de
agrupacién se pueden ingresar a otras dos capas de convolucién 1D (por ejemplo, cada una con 128 filtros con un
tamafio de ndcleo de 2 seguidas de una capa RelLU), utilizando ademas una capa de exclusién con una tasa de
exclusién de 0.5. Se utilizé una capa de agrupacién méaxima con un tamafio de agrupacién de 2. Finalmente, se puede
utilizar una capa completamente conectada (por ejemplo, con 10 neuronas seguidas de una capa RelLU). Una capa
de salida con una neurona puede ir seguida de una capa sigmoidea, lo que produce la probabilidad de metilacién. Se
pueden adaptar varias configuraciones de capas, filtros y tamafios de nlcleo. En este conjunto de datos de
entrenamiento, utilizamos 468,596 y 432,761 sitios CpG de bibliotecas metiladas y no metiladas.

A. Resultados de conjuntos de datos de entrenamiento y prueba

La FIG. 17A muestra la probabilidad de ser metilado para cada sitio CpG en cada molécula de ADN en el conjunto de
datos de entrenamiento. La probabilidad de metilacién fue mucho mayor en la biblioteca metilada que en la biblioteca
no metilada. Para un valor de corte de 0.5 para la probabilidad de estar metilados, se predijo correctamente que el
94.7 % de los sitios CpG no metilados estaban desmetilados y que el 84.7 % de los sitios CpG metilados estaban
metilados.

La FIG. 17B muestra el rendimiento del conjunto de datos de prueba. Utilizamos un modelo entrenado por el conjunto
de datos de entrenamiento para predecir los estados de metilacion de 469,729 y 432,024 sitios CpG en un conjunto
de datos de prueba independiente de bibliotecas metiladas y no metiladas. Para un valor de corte de 0.5 para la
probabilidad de estar metilados, se predijo correctamente que el 94.0 % de los sitios CpG no metilados estaban
desmetilados y que el 84.1 % de los sitios CpG metilados estaban metilados. Estos resultados sugirieron que el uso
de una nueva transformacién de la cinética junto con el contexto de la secuencia podria permitir la determinacién de
los estados de metilacién en el ADN (por ejemplo, de sujetos humanos).

Evaluamos el poder de cada caracteristica (contexto de secuencia, IPD y PW) para predecir el estado de metilacion
de CpG al incluir un subconjunto de las caracteristicas en el modelo. En el conjunto de datos de entrenamiento, los
modelos con (i) solo contexto de secuencia, (ii) solo la IPD v (iii) solo la PW dieron valores de area bajo la curva (AUC)
de 0.5, 0.74 y 0.86, respectivamente. Mientras que la combinacién de IPD y contexto de secuencia mejor6 el
rendimiento con un AUC de 0.86. El analisis combinado del contexto de secuencia (“Seq”), IPD y PW mejord
sustancialmente el rendimiento con un AUC de 0.94 (FIG. 18A). El rendimiento de un conjunto de datos de prueba
independiente fue comparable al conjunto de datos de entrenamiento (FIG. 18B).

Definimos la profundidad de sublectura de un sitio CpG como el nimero promedio de sublecturas que lo cubren y sus
10 bp circundantes. Como se muestra en la FIG. 19Ay FIG. 19B, cuanto mayor sea la profundidad de la sublectura
de un sitio CpG, mayor seré la precisiéon de detecciéon de metilaciéon que lograriamos. Por ejemplo, como se muestra
en el conjunto de datos de prueba (FIG. 19B), si la profundidad de cada sitio CpG fuera al menos 10, el AUC para
predecir estados de metilacién seria 0.93. Sin embargo, si la profundidad de la sublectura de cada sitio CpG es al
menos 300, el AUC para predecir los estados de metilacidén seria 0.98. Por otro lado, incluso para la profundidad de
1, podriamos lograr un AUC de 0.9, lo que sugiere que nuestro enfoque podria lograr la prediccién de la metilacion
con el uso de una profundidad de secuenciacion baja.

Para probar el efecto de la informacién de la hebra sobre el rendimiento del anélisis de metilacién, se utilizaron el
contexto de secuencia, IPD y PW que se originan de las hebras de Watson y Crick para entrenar de acuerdo con las
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realizaciones presentes en esta divulgacién, respectivamente. Las FIG. 20A y FIG. 20B mostraron que es factible
utilizar una sola hebra, concretamente la hebra de Watson o Crick, para el entrenamiento y las pruebas, ya que el AUC
podria alcanzar hasta 0.91 y 0.87 en conjuntos de datos de entrenamiento y prueba. El uso de ambas hebras (por
ejemplo, como se describe en la FIGS. 6-8), que incluyen las hebras de Watson y Crick, daria lugar al mejor
rendimiento (AUC: 0.94 y 0.90 en conjuntos de datos de entrenamiento y prueba, respectivamente), lo que sugiere
que la informacion de la hebra seria ser importante para lograr el rendimiento 6ptimo.

Probamos ademas el nimero diferente de nucleétidos en direcciéon ascendente y en direccién descendente de un sitio
CpG, para estudiar como este pardmetro afectd el rendimiento de acuerdo con las realizaciones presentes en esta
divulgacién desarrolladas en esta divulgacion. Las FIG. 21A y FIG. 21B muestran que el nimero de nucleétidos en
direccién ascendente y en direccién descendente de una citosina en el contexto de CpG afectaria la precision de la
prediccion de la metilacion. Por ejemplo, a modo de ilustracidn, considerando, pero sin limitarse a, 2 nucleétidos (nt),
3 nt, 4 nt, 6 nt, 8 nt, 10 nt, 15 nt y 20 nt en direccién ascendente y en direccién descendente de una citosina que se
esta analizando, el AUC de un método que utiliza 2 nt en direccion ascendente y descendente de la citosina que se
interroga seria solo 0.50 en ambos conjuntos de datos de entrenamiento y de prueba, mientras que el AUC de un
método que utiliza 15 nt en direccion ascendente y descendente de una citosina que se interroga aumentaria a 0.95 y
0.92 en el conjuntos de datos de entrenamiento y prueba. Estos resultados sugirieron que variar la longitud de las
regiones en direccién ascendente y descendente que flanquean las citosinas que se analizan permitiria determinar el
rendimiento 6ptimo. En una realizacién, como se muestra en la FIG. 21B, se utilizarian 3 nt en direccién ascendente
y en direccién descendente de una citosina para determinar los estados de metilaciéon, lo que podria lograr un AUC de
0.89.

En una realizacion, se podrian utilizar secuencias asimétricas que flanquean una citosina que se esta interrogando
para realizar el analisis de acuerdo con las realizaciones presentes en esta divulgaciéon. Por ejemplo, se podria utilizar
2 nt en direccién ascendente combinado con 1 nt, 3nt, 4 nt, 5nt, 6 nt, 7 nt, 8 nt, 9 nt, 10 nt, 11 nt, 12 nt, 13 nt, 14 nt,
15 nt, 16 nt, 17 nt, 18 nt, 19 nt, 20 nt, 25 nt, 30 nt, 35 nt, y 40 nt en direccién descendente de una citosina; se podria
utilizar 3 nt en direccién ascendente combinado con 1 nt, 2nt, 4 nt, 5nt, 6 nt, 7 nt, 8 nt, 9 nt, 10 nt, 11 nt, 12 nt, 13 nt,
14 nt, 15 nt, 16 nt, 17 nt, 18 nt, 19 nt, 20 nt, 25 nt, 30 nt, 35 nt, y 40 nt en direccién descendente de una citosina; se
podria utilizar 4 nt en direccién ascendente combinado con 1 nt, 2 nt, 3 nt, 5 nt, 6 nt, 7 nt, 8 nt, 9 nt, 10 nt, 11 nt, 12 nt,
13 nt, 14 nt, 15 nt, 16 nt, 17 nt, 18 nt, 19 nt, 20 nt, 25 nt, 30 nt, 35 nt, y 40 nt en direccién descendente de una citosina.
Como otro ejemplo, se podria utilizar 2 nt en direccién descendente combinado con 1 nt, 3nt, 4 nt, 5nt, 6 nt, 7 nt, 8
nt, 9 nt, 10 nt, 11 nt, 12 nt, 13 nt, 14 nt, 15 nt, 16 nt, 17 nt, 18 nt, 19 nt, 20 nt, 25 nt, 30 nt, 35 nt, y 40 nt en direccidén
ascendente de una citosina; se podria utilizar 3 nt en direccién descendente combinado con 1 nt, 2 nt, 4 nt, 5 nt, 6 nt,
7 nt, 8 nt, 9nt, 10 nt, 11 nt, 12 nt, 13 nt, 14 nt, 15 nt, 16 nt, 17 nt, 18 nt, 19 nt, 20 nt, 25 nt, 30 nt, 35 nt, y 40 nt en
direccién ascendente de una citosina; se podria utilizar 4 nt en direcciéon descendente combinado con 1 nt, 2 nt, 3 nt,
5nt, 6nt, 7 nt, 8nt, 9nt, 10 nt, 11 nt, 12 nt, 13 nt, 14 nt, 15 nt, 16 nt, 17 nt, 18 nt, 19 nt, 20 nt, 25 nt, 30 nt, 35 nt, y 40
nt en direccién ascendente de una citosina. Al aprovechar las IPD, las PW, la informacion de la hebra y el contexto de
secuencia en asociacién con n-nt en direcciéon ascendente y m-nt en direccién descendente de una citosina podria
proporcionar una precisién mejorada en la determinacion de los estados de metilacidn en ciertas realizaciones. Dichas
ventanas de medicién variables se podrian aplicar a otros tipos de analisis de metilacién, como 5hmC, 6mA, 4mC y
oxo0G, o cualquier modificacién divulgada en el presente documento. Dichas ventanas de medicién variables podrian
incluir el analisis de la estructura secundaria del ADN, como la estructura G-quadruplex y la estructura de tallo-bucle.
Dicho ejemplo se explicd anteriormente. Esta informacién de estructura secundaria también se podria agregar como
otra columna en una matriz.

Las FIG. 22Ay FIG. 22B muestran que es factible determinar los estados de metilacién utilizando patrones cinéticos
asociados solo con bases en direccién descendente de al menos 3 bases. De acuerdo con las realizaciones presentes
en esta divulgacién, con el uso de caracteristicas asociadas con la citosina y sus 3, 4, 6, 8 y 10 bases en direccién
descendente, las AUC de la determinacién de los estados de metilacién en el conjunto de datos de entrenamiento
fueron 0.91, 0.92, 0.94. 0.94 y 0.94, respectivamente, en el conjunto de datos de entrenamiento; las AUC fueron 0.87,
0.88, 0.90, 0.90 y 0.90, respectivamente, en el conjunto de datos de prueba.

Las FIG. 23A y FIG. 23B muestran, sin embargo, si solo se utilizan las caracteristicas asociadas con las bases en
direccién ascendente, el poder de clasificacién parece disminuir en la capacidad de distinguir los estados de metilacién.
Las AUC en el conjunto de datos de entrenamiento y el conjunto de datos de prueba fueron todas de 0.50 para 2 a 10
bases en direccién ascendente.

Las FIG. 24 y FIG. 25 muestran que diferentes combinaciones de bases en direccién ascendente y en direccidon
descendente permitirian lograr un poder de clasificacién éptimo para determinar los estados de metilaciéon. Por
ejemplo, las caracteristicas asociadas con 8 bases en direccién ascendente y 8 bases en direccién descendente de
una citosina lograrian un mejor rendimiento en este conjunto de datos, con un AUC de 0.94 y 0.91 en los conjuntos de
datos de entrenamiento y prueba, respectivamente.

La FIG. 26 muestra la importancia relativa de las caracteristicas con respecto a la clasificacién de los estados de
metilacién en los sitios CpG. ‘W' y ‘C’ entre paréntesis indican la informacién de la hebra, ‘W para la hebra de Watson
y ‘C’ para la hebra de Crick. La importancia de cada caracteristica, que incluye el contexto de secuencia, IPD y PW,
se determiné utilizando bosque aleatorio. El anélisis de arboles de bosque aleatorio mostré que la importancia de las
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caracteristicas de las IPD y las PW alcanzé su punto méximo en la direccién descendente de una citosina que estaba
bajo interrogatorio, revelando que las principales contribuciones al poder de clasificacién fueron las IPD y las PW en
direccién descendente de una citosina que estaba bajo interrogatorio.

El bosque aleatorio estaba compuesto de multiples arboles de decisiéon. Durante la construccion del arbol de decisién,
se utilizé la impureza de Gini para determinar qué l6gica de decisién para los nodos de decisién se deberia tomar. Las
caracteristicas importantes que tienen més influencia en el resultado final de la clasificacion probablemente se
encuentran en los hodos més cercanos a la raiz del arbol de decisién, mientras que las caracteristicas sin importancia
que tienen menos influencia en el resultado final de la clasificacion probablemente se encuentran en los nodos mas
alejados de la raiz. Por tanto, la importancia de la caracteristica se podria estimar al calcular la distancia promedio
relativa a las raices de todos los arboles de decisién en el bosque aleatorio.

En algunas realizaciones, el consenso de llamadas de metilacion en sitios CpG entre las hebras de Watson y Crick se
podria utilizar ademas para mejorar la especificidad. Por ejemplo, podria ser necesario que ambas hebras que se
muestran metiladas se denominen en estado metilado, y ambas hebras que se muestran sin metilar se denominen en
estado no metilado. Dado que se sabia que la metilacidén en los sitios CpG era normalmente simétrica, la confirmacién
de cada hebra puede mejorar la especificidad.

En diversas realizaciones, las caracteristicas cinéticas generales de una molécula completa se podrian utilizar para la
determinacién de los estados de metilacion. Por ejemplo, la metilacién en una molécula completa afectaria la cinética
de la molécula completa durante la secuenciacién en tiempo real de Unica molécula. Al modelar la cinética de
secuenciacidn de toda la molécula de ADN de plantilla, que incluye las IPD, PW, tamafios de fragmentos, informacién
de hebra y contexto de secuencia, se puede mejorar la precisiéon de la clasificacién sobre si una molécula esta metilada
o no. Como un ejemplo, las ventanas de medicion pueden serla molécula plantilla completa. Se pueden utilizar valores
estadisticos (por ejemplo, media, mediana, moda, percentil, etc.) de IPD, PW u otras caracteristicas cinéticas para
determinar la metilacién de una molécula completa.

B. Limitaciones de otras técnicas de analisis

Se informé que la deteccion de metilacion basada en IPD para una C particular en un motivo de secuencia particular
era muy baja, por ejemplo, una sensibilidad de solo el 1.9 % (Clark et al., 2013). También intentamos reproducir dicho
analisis al combinar diferentes motivos de secuencia con IPD sin utilizar la métrica PW y simplemente utilizando un
valor de corte para la IPD y no las estructuras de datos como se describe en el presente documento. Por ejemplo, se
extrajeron 3 nt en direccidn ascendente y en direccién descendente que flanquean un CpG que se esté interrogando.
Las IPD de ese CpG se estratificaron en diferentes grupos (4096 grupos para las 6 posiciones) dependiendo del
contexto de las secuencias flanqueantes de 6 nt (es decir, 3 nt en direccién ascendente y en direcciéon descendente,
respectivamente) que estaban centradas en ese CpG. Las IPD entre CpG metilados y no metilados dentro del mismo
motivo de secuencia se estudiaron utilizando ROC. Por ejemplo, se compararon las IPD de CpG en el motivo
“AATCGGAC” no metilado y el motivo “AATMCGGAC” metilado, mostrando un AUC de 0.48. Por lo tanto, el uso de los
valores de corte en un grupo de secuencia particular tuvo un desempefio pobre en relacién con la realizacién que
utiliza varios

Sélo con fines ilustrativos, la FIG. 27 muestra el rendimiento del anélisis IPD basado en motivos anterior (Beckmann
et al. BMC Bioinformatics. 2014) para la deteccién de metilacién sin utilizar la sefial de anchura de pulso. Los gréficos
de barras verticales representan las AUC promediadas en diferentes motivos k-mer que flanquean los sitios CpG que
se estan estudiando (es decir, el nimero de bases que rodean los sitios CpG que se estan interrogando). La FIG. 27
mostré que las AUC promediadas para los poderes discriminativos basados en IPD entre citosinas metiladas y no
metiladas en diferentes motivos k-mer (por ejemplo, 2-mero, 3-mero, 4-mero, 6-mero, 8-mero, 10-mero, 15-mero, 20-
mero que rodean los sitios CpG en cuestién) fue menor al 60 %. Estos resultados sugirieron que la consideracién de
la IPD del nucledtido candidato en un contexto de motivo determinado sin tener en cuenta las IPD de los nucledtidos
vecinos (Flusberg et al., 2010) seria inferior a los métodos divulgados en el presente documento para la determinacién
de la metilacién de CpG.

También probamos el método presente en Flusberg et al. estudio (Flusberg et al., 2010). Analizamos un total de
5,948,348 segmentos de ADN que estaban 2 nt en direccién ascendente y 6 nt en direccién descendente de una
citosina que se sometié a analisis de metilacion. Habia 2,828,848 segmentos metilados y 3,119,500 segmentos no
metilados. Como se muestra a modo de ilustracién en la FIG. 28, se encontrd que las sefiales deducidas del anélisis
de componentes principales con el uso de IPD y PW se superponian en gran medida entre fragmentos con citosinas
metiladas (mC) y citosinas no metiladas (C), lo que sugiere que el método descrito por Flusberg et al carece
practicamente de precision significativa. Estos resultados sugirieron que el anélisis de componentes principales, que
combinaba linealmente los valores de PW e IPD en las bases y bases vecinas, como se utilizé en el estudio de Flusberg
et al. (Flusberg et al., 2010), no pudo diferenciar de manera confiable o significativa la 5-metilcitosina y citosinas no
metiladas.

La FIG. 29 muestra que el AUC del método basado en el anélisis de componentes principales para el cual se utilizaron
dos componentes principales en el estudio de Flusberg et al (Flusberg et al., 2010) que involucraba IPD y PW fue
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mucho menos preciso (AUC: 0.55) que el enfoque basado en una red neuronal convolucional que involucra IPD y PW,
asi como el contexto de secuencia como se muestra en nuestra divulgacién de la invencién (AUC: 0.94).

C. Otros modelos matematicos/estadisticos

En otra realizacion, se podrian entrenar otros modelos mateméticos/estadisticos, por ejemplo que incluyen, pero no
se limitan a, un bosque aleatorio y una regresién logistica, adaptando las caracteristicas desarrolladas anteriormente.
En cuanto al modelo CNN, los conjuntos de datos de entrenamiento y prueba se construyeron a partir del ADN con
tratamiento M.Sssl (metilado) y amplificacién por PCR (no metilado), que se utilizaron para entrenar un bosque
aleatorio (Breiman, 2001). En este anélisis de bosque aleatorio, describimos cada nucleétido con 6 caracteristicas:
IPD, PW y un vector binario de 4 componentes que codifica la identidad de la base. En dicho vector binario, A, C, Gy
T se codificaron con [1,0,0,0], [0,1,0,0], [0,0,1,0] y [0,0,0,1], respectivamente. Para cada sitio CpG que se analiza,
incorporamos la informaciéon de sus 10 nt en direccién ascendente y en direccion descendente en ambas hebras,
formando un vector de 252 dimensiones (252-D), donde cada caracteristica representa una dimensién. El conjunto de
datos de entrenamiento descrito anteriormente con los vectores 252-D se utilizé para entrenar un modelo de bosque
aleatorio, asi como el modelo de regresién logistica. El modelo entrenado se utilizé para predecir los estados de
metilacién en un conjunto de datos de prueba independiente. El bosque aleatorio estaba compuesto por 100 arboles
de decisién. Durante la construccidn del arbol, se utilizaron muestras de arranque. Al dividir el nodo de cada arbol de
decisién, se empled la impureza de Gini para determinar la mejor divisiéon, y se consideraria un maximo de 15
caracteristicas en cada division. Ademas, cada hoja del arbol de decisién debia contener al menos 60 muestras.

Las FIG. 30A y FIG. 30B muestran el rendimiento de un método de acuerdo con la invencién que utiliza un bosque
aleatorio y regresion logistica para la prediccién de la metilacién. La FIG. 30A muestra los valores de AUC en el
conjunto de datos de entrenamiento para CNN, bosque aleatorio y regresién logistica. La FIG. 30B muestra los valores
de AUC en el conjunto de datos de prueba para CNN, bosque aleatorio y regresién logistica. El AUC de un método
que utiliza bosque aleatorio alcanzé 0.93 y 0.86 en el conjunto de datos de entrenamiento y prueba, respectivamente.

El conjunto de datos de entrenamiento descrito con los mismos vectores 252-D se utilizé para entrenar un modelo de
regresién logistica. El modelo entrenado se utilizé para predecir los estados de metilaciéon en un conjunto de datos de
prueba independiente. Se ajusté un modelo de regresién logistica con regularizaciéon L2 (Ng and Y., 2004) al conjunto
de datos de entrenamiento. Como se muestra en la FIG. 30A y FIG. 30B, el AUC de un método que utiliza regresién
logistica alcanzaria 0.87 y 0.83 en el conjunto de datos de entrenamiento y prueba, respectivamente.

Por lo tanto, estos resultados sugirieron que ciertos modelos (por ejemplo, pero no limitados a, el bosque aleatorio y
la regresidn logistica) distintos de CNN se podrian utilizar para el anélisis de metilacién utilizando las caracteristicas y
protocolos analiticos que desarrollamos en esta divulgacién. Estos resultados también sugirieron que CNN
implementado de acuerdo con las realizaciones en esta divulgacion con un AUC de 0.90 en el conjunto de datos de
prueba (FIG. 30B) fue superior tanto al bosque aleatorio (AUC: 0.86) como a la regresién logistica (AUC: 0.83).

D. Determinacién de modificaciones de 8mA de acidos nucleicos.

Ademas del CpG metilado, los métodos descritos en el presente documento también pueden detectar otras
modificaciones de bases de ADN. Por ejemplo, se puede detectar adenina metilada, incluso en forma de 6mA.

1. Deteccidén de 6mA utilizando caracteristicas cinéticas y contexto de secuenciacion

Para evaluar el rendimiento y la utilidad de las realizaciones de la invencién divulgadas para la determinacién de la
metilaciéon de acidos nucleicos, analizamos adicionalmente la metilacién de N6-adenina (6mA). En una realizacién, se
amplificé aproximadamente 1 ng de ADN humano (por ejemplo, extraido de tejidos placentarios) para obtener 100 ng
de producto de ADN a través de la amplificacién del genoma completo con adenina no metilada (uA), citosina no
metilada (C), guanina no metilada (G) y timina (T).

La FIG. 31A muestra un ejemplo de un enfoque para generar moléculas con adeninas no metiladas mediante
amplificacién del genoma completo. En la figura, “uA” indica una adenina no metilada y “mA” indica una adenina
metilada. La amplificacién del genoma completo se realizé utilizando hexameros aleatorios modificados con tiofosfato
resistentes a exonucleasa como cebadores, que se unen aleatoriamente a un genoma, permitiendo que la polimerasa
(por ejemplo, ADN polimerasa Phi29) amplifique el ADN (por ejemplo, mediante amplificacién lineal isotérmica). En el
estadio 3102, se desnaturaliza el ADN de hebra doble. En el estadio 31086, la reaccién de amplificacion se inicia cuando
se hibridan varios hexameros aleatorios (por ejemplo, 3110) con el ADN de plantilla desnaturalizado (es decir, ADN de
hebra sencilla). Como se muestra en 3114, cuando la sintesis de ADN mediada por hexdamero de la hebra 3118 avanzd
en la direccién 5 a 3’y llegé al siguiente sitio de sintesis de ADN mediada por hexédmero, la polimerasa desplazé la
hebra de ADN recién sintetizada (3122) y continué la extensién de la hebra. Las hebras desplazadas se convirtieron
en plantillas de ADN de hebra sencilla para unirse nuevamente a hexameros aleatorios y podrian iniciar una nueva
sintesis de ADN. La hibridacidn repetida de hexameros y el desplazamiento de hebras en un proceso isotérmico darian
como resultado un alto rendimiento de productos de ADN amplificados. Esta amplificacién descrita en el presente
documento se puede incluir en la técnica de amplificaciéon por desplazamiento multiple (MDA).
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Los productos de ADN amplificados se fragmentaron adicionalmente en, por ejemplo, pero no se limitan a, fragmentos
con tamafios de 0 bp, 200 bp, 300 bp, 400 bp, 500 bp, 600 bp, 700 bp, 800 bp, 900 bp, 1 kb, 5 kb, 10 kb, 20 kb, 30 kb,
40 kb, 50 kb, 60 kb, 70 kb, 80 kb, 90 kb, 100 kb u otros rangos de tamafio deseados. El proceso de fragmentacién
puede incluir digestion enzimética, nebulizacién, cizallamiento hidrodindmico y sonicacién, etc. Como resultado, la
metilacién original, tal como la de 6mA, se puede eliminar casi por completo mediante la amplificacién del genoma
completo con A no metilado (uA). La FIG. 31A muestra posibles fragmentos (3126, 3130 y 3134) de los productos de
ADN, teniendo ambas hebras A no metilado. Dichos productos de ADN amplificados de genoma completo sin mA se
sometieron a secuenciacién en tiempo real de Unica molécula para generar un conjunto de datos de uA.

La FIG. 31B muestra un ejemplo de un enfoque para generar moléculas con adeninas metiladas mediante
amplificacién del genoma completo. En la figura, “uA” indica una adenina no metilada y “mA” indica una adenina
metilada. Se amplificé aproximadamente 1 ng de ADN humano para obtener 10 ng de producto de ADN a través de la
amplificacién del genoma completo con 6mAy C, G y T no metilados. Las adeninas metiladas se pueden producir
mediante una serie de reacciones quimicas (JD Engel et al. J Biol Chem. 1978,253:927-34). Como se ilustra en la FIG.
31B, la amplificacién del genoma completo se realizé utilizando hexdmeros aleatorios modificados con tiofosfato
resistentes a exonucleasa como cebadores que se unen aleatoriamente sobre un genoma, permitiendo que la
polimerasa (por ejemplo, ADN polimerasa Phi29) amplifique el ADN (por ejemplo, mediante amplificacion lineal
isotérmica), similar a la FIG. 31A. Los hexédmeros aleatorios modificados con tiofosfato resistentes a exonucleasas son
resistentes a la actividad exonucleasa 3'—9% de las ADN polimerasas de correccién. Portanto, durante la amplificacién,
los hexameros aleatorios estaran protegidos de la degradacién.

La reacciéon de amplificacién se inicié6 cuando se hibridaron varios hexdmeros aleatorios con el ADN de plantilla
desnaturalizado (es decir, ADN de hebra sencilla). Cuando la sintesis de ADN mediada por hexédmero avanzé en la
direccién 5" a 3' y llegé al siguiente sitio de sintesis de ADN mediada por hexamero, la polimerasa desplazé la hebra
de ADN recién sintetizada y continué la extensién de la hebra. Las hebras desplazadas se convirtieron en plantillas de
ADN de hebra sencilla para unirse nuevamente a hexameros aleatorios e iniciar una nueva sintesis de ADN. La
hibridacién repetido de hexdmeros y el desplazamiento de hebras en un proceso isotérmico darian como resultado un
alto rendimiento de productos de ADN amplificados.

Los productos de ADN amplificados se fragmentaron adicionalmente en, por ejemplo, pero no se limita a, fragmentos
con tamafios de 100 bp, 200 bp, 300 bp, 400 bp, 500 bp, 600 bp, 700 bp, 800 bp, 900 bp, 1 kb, 5 kb, 10 kb, 20 kb, 30
kb, 40 kb, 50 kb, 60 kb, 70 kb, 80 kb, 90 kb, 100 kb u otras combinaciones de longitud. Como se muestra en la FIG.
31B, los productos de ADN amplificados incluirian diferentes formas de patrones de metilacién en los sitios de adenina
en cada hebra. Por ejemplo, ambas hebras de una molécula de hebra doble pueden estar metiladas con respecto a
las adeninas (Molécula I), que se generarian cuando dos hebras derivan de la sintesis de ADN durante la amplificacién
del genoma completo.

Como otro ejemplo, una hebra de una molécula de hebra doble puede contener patrones de metilacién entrelazados
a través de sitios de adenina (Molécula Il). Un patrén de metilacion entrelazado se define como aquel que incluye una
mezcla de bases metiladas y no metiladas presentes en una hebra de ADN. En los siguientes ejemplos, utilizamos un
patrén de metilaciéon de adenina entrelazado que incluye una mezcla de adeninas metiladas y no metiladas presentes
en una hebra de ADN. Este tipo de molécula de hebra doble (Molécula Il) posiblemente se generaria porque un
hexédmero no metilado que contenia adeninas no metiladas se unid a una hebra de ADN e inici la extensién del ADN.
Se secuenciaria dicho producto de ADN amplificado que contiene el hexamero con adeninas no metiladas.
Alternativamente, este tipo de molécula de hebra doble (Molécula Il) se iniciaria mediante ADN fragmentado a partir
de ADN de plantilla original que contiene adeninas no metiladas, ya que dicho ADN fragmentado se podria unir a una
hebra de ADN como cebador. Se secuenciaria dicho producto de ADN amplificado que contuviera parte del ADN
original con adeninas no metiladas en una hebra. Como los cebadores hexameros no metilados son sélo una pequefia
porcién de las hebras de ADN resultantes, la mayoria de los fragmentos seguiran conteniendo 6mA.

Como otro ejemplo, una hebra de una molécula de ADN de hebra doble puede estar metilada a través de sitios de
adenina, pero la otra hebra puede estar sin metilar (Molécula Ill). Este tipo de molécula de hebra doble se puede
generar cuando se proporciona una hebra de ADN original sin adeninas metiladas como molécula de ADN de plantilla
para producir una nueva hebra con adeninas metiladas.

Ambas hebras pueden estar sin metilar (Molécula 1V). Este tipo de molécula de hebra doble se puede deber a la
rehibridacion de dos hebras de ADN originales sin adeninas metiladas.

El proceso de fragmentacién puede incluir digestibn enzimatica, nebulizacién, cizallamiento hidrodinamico y
sonicacion, etc. Dichos productos de ADN amplificados del genoma completo pueden estar predominantemente
metilados en términos de sitios A. Este ADN con mA se sometié a secuenciacién en tiempo real de Unica molécula
para generar un conjunto de datos de mA.

Para el conjunto de datos de uA, secuenciamos 262.608 moléculas con una mediana de 964 bp de longitud utilizando
secuenciacién en tiempo real de Unica molécula. La profundidad media de la sublectura fue de 103 x. De las
sublecturas, el 48 % se podria alinear con un genoma de referencia humano utilizando el alineador BWA (Li H et al.
Bioinformatics. 2009;25:1754-60). Como un ejemplo, se podria emplear el sistema Sequel Il (Pacific Biosciences) para
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llevar a cabo la secuenciacidén en tiempo real de Unica molécula. Las moléculas de ADN fragmentadas se sometieron
a la construccién de una plantilla de secuenciacién en tiempo real de Gnica molécula (SMRT) utilizando un Kit SMRTbell
Express Template Prep 2.0 (Pacific Biosciences). Las condiciones de hibridacién del cebador de secuenciacidén y de
unién de la polimerasa se calcularon con el software SMRT Link v8.0 (Pacific Biosciences). Brevemente, el cebador
de secuenciacién v2 se hibridé con la plantilla de secuenciaciéon y luego se unié una polimerasa a las plantillas
utilizando un Kit de Control Interno y Unién Sequel Il 2.0 (Pacific Biosciences). La secuenciacién se realizé en un
Sequel Il SMRT Cell 8M. Las peliculas de secuenciacion se recopilaron en el sistema Sequel Il durante 30 horas con
un Kit de Secuenciacién Sequel Il 2.0 (Pacific Biosciences).

Para el conjunto de datos de mA, secuenciamos 804,469 moléculas con una mediana de 826 bp de longitud utilizando
secuenciacién en tiempo real de Unica molécula. La profundidad media de la sublectura fue de 34 x. De las sublecturas,
el 27 % se podria alinear con un genoma de referencia humano utilizando el alineador BWA (Li H et al. Bioinformatics.
2009;25:1754-60).

En una realizacion, las caracteristicas cinéticas que incluyen, pero no se limitan a, IPD y PW se analizaron de una
manera especifica de hebra. Para los resultados de secuenciacién derivados de la hebra de Watson, se utilizaron
644,318 sitios A sin metilacién seleccionados aleatoriamente del conjunto de datos uA y 718,586 sitios A con metilacidén
seleccionados aleatoriamente del conjunto de datos mA para constituir un conjunto de datos de entrenamiento. Dicho
conjunto de datos de entrenamiento se utilizé para establecer los modelos de clasificacion y/o umbrales para
diferenciar entre adeninas metiladas y no metiladas. Se constituyd un conjunto de datos de prueba a partir de 639,702
sitios A sin metilacién y 723,320 sitios A con metilacién. Dicho conjunto de datos de prueba se utilizé para validar el
rendimiento de un modelo/umbral deducido de un conjunto de datos de entrenamiento.

Analizamos los resultados de secuenciacion que se originan a partir de las hebras de Watson. La FIG. 32A muestra
valores de duracién de interpulso (IPD) en todo el conjunto de datos de entrenamiento de los conjuntos de datos de
uAy mA. Para el conjunto de datos de entrenamiento, se observd que los valores de IPD en los sitios A secuenciados
eran més altos en el conjunto de datos de mA (mediana: 1.09; rango: 0 - 9.52) que en el conjunto de datos de uA
(mediana: 0.20; rango: 0 - 9.52) (valor de P < 0.0001; prueba U de Mann Whitney).

La FIG. 32B muestra IPD para el conjunto de datos de prueba de los conjuntos de datos de uA y mA. Cuando
estudiamos los valores de IPD en los sitios A secuenciados en el conjunto de datos de prueba, observamos que los
valores de IPD eran mas altos en el conjunto de datos de mA que en el conjunto de datos de uA (mediana 1.10 frente
a 0.19; valor de P <0.0001; prueba U de Mann Whitney).

La FIG. 32C muestra el area bajo la curva caracteristica operativa del receptor (ROC) utilizando el valor de corte de
IPD. La tasa positiva verdadera estd en el eje y y la tasa positiva falsa estd en el eje x. El &rea bajo la curva
caracteristica operativa del receptor (AUC) para diferenciar bases A secuenciadas en moléculas de ADN de plantilla
con y sin metilacién utilizando los valores de IPD correspondientes fue de 0.86 tanto para los conjuntos de datos de
entrenamiento como para los de prueba.

Ademas de los resultados de la hebra de Watson, analizamos los resultados de secuenciacién que se originan en las
hebras de Crick. La FIG. 33A muestra valores de IPD en todo el conjunto de datos de entrenamiento de conjuntos de
datos de uA y mA. Para el conjunto de datos de entrenamiento, se observd que los valores de IPD en los sitios A
secuenciados eran mas altos en el conjunto de datos de mA (mediana: 1.10 rango: 0 - 9.52) que en el conjunto de
datos de uA (mediana: 0.19; rango: 0 - 9.52) (valor de P < 0.0001; prueba U de Mann Whitney).

La FIG. 34B muestra valores de IPD para el conjunto de datos de prueba de conjuntos de datos de uA y mA. Los
valores de IPD mas altos en los sitios A secuenciados también se observaron en el conjunto de datos de mA para el
conjunto de datos de prueba, en comparacién con el conjunto de datos de uA (mediana 1.10 versus 0.19; valor de P
<0.0001; prueba U de Mann Whitney).

La FIG. 33C muestra el area bajo la curva ROC. La tasa positiva verdadera esta en el eje y y la tasa positiva falsa esta
en el eje x. El 4rea bajo el valor de la curva ROC (AUC) para diferenciar bases A secuenciadas en moléculas de ADN
de plantilla con y sin metilacién utilizando los valores de IPD correspondientes fue de 0.86 y 0.87 para los conjuntos
de datos de entrenamiento y prueba, respectivamente.

La FIG. 34 muestra una ilustracién para la determinaciéon de 6mA de la hebra de Watson utilizando una ventana de
medicién de acuerdo con realizaciones de la presente invencién. Dicha ventana de medicién puede incluir
caracteristicas cinéticas como IPD y PW y un contexto de secuencia cercano. La determinacién de 6mA se puede
realizar de manera similar a la determinacién de CpG metilado.

La FIG. 35 muestra una ilustracién para la determinacién de 6mA de la hebra de Crick utilizando una ventana de
medicién de acuerdo con realizaciones de la presente invencién. Dicha ventana de medicién puede incluir
caracteristicas cinéticas como IPD y PW y un contexto de secuencia cercano.

Como un ejemplo, se utilizaron 10 bases de cada lado de la base A secuenciada en un ADN de plantilla que estaba
siendo interrogado para construir una ventana de medicién. Los valores de las caracteristicas, que incluyen las IPD,
PW y contexto de secuencia, se utilizaron para entrenar un modelo utilizando una red neuronal convolucional (CNN)
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de acuerdo con los métodos divulgados en el presente documento. En otras realizaciones, los modelos estadisticos
pueden incluir, pero no se limitan a, regresion lineal, regresién logistica, red neuronal recurrente profunda (por ejemplo,
memoria a largo plazo, LSTM), clasificador de Bayes, modelo oculto de Markov (HMM), anélisis discriminante lineal
(LDA), agrupamiento k-medias, agrupamiento espacial de aplicaciones con ruido basada en densidad (DBSCAN),
algoritmo de bosque aleatorio y maquina de vectores de soporte (SVM), etc.

Las FIG. 36A y FIG. 36B muestran la probabilidad determinada de ser metilado para bases A secuenciadas de la hebra
de Watson entre conjuntos de datos de uAy mA utilizando un modelo CNN basado en ventana de medicién de acuerdo
con la invencidén. La FIG. 36A muestra que se aprendié de un modelo CNN a partir de un conjunto de datos de
entrenamiento. Como un ejemplo, el modelo CNN hizo uso de dos capas de convoluciéon 1D (cada una con 64 filtros
con un tamafio de nlcleo de 4 seguidas de una capa RelLU (unidad lineal rectificada)), seguida de una capa de
exclusién con una tasa de exclusidén de 0.5. Se utilizd una capa de agrupacién méaxima con un tamafio de agrupacion
de 2. Luego fluy6 en dos capas de convolucién 1D (cada una con 128 filtros con un tamafio de nucleo de 2 seguidas
de una capa RelLU), utilizando ademas una capa de exclusién con una tasa de exclusién de 0.5. Se utilizd una capa
de agrupacién maxima con un tamafio de agrupacién de 2. Finalmente, una capa completamente conectada con 10
neuronas seguida de una capa RelLU, con una capa de salida con una neurona seguida de una capa sigmoidea,
produjo de esta manera la probabilidad de metilacién. Las otras configuraciones de capas, filtros y tamafios de granos
se podrian adaptar, por ejemplo, como se describe en el presente documento para otras metilaciones (por ejemplo,
CpG). En este conjunto de datos de entrenamiento sobre los resultados de secuenciacién de la hebra de Watson,
utilizamos 644,318 y 718,586 bases A de bibliotecas metiladas y no metiladas.

Basado en el modelo CNN, para los datos relacionados con la hebra de Watson, las bases A secuenciadas en
moléculas de ADN plantilla de la base de datos mA dieron lugar a una probabilidad mucho mayor de metilacién tanto
en los conjuntos de datos de entrenamiento como en los de prueba, en comparacidén con aquellas bases A presentes.
en el conjunto de datos uA (valor de p <0.0001; prueba U de Mann Whitney). Para el conjunto de datos de
entrenamiento, la probabilidad mediana de metilacién en los sitios A en el conjunto de datos uA fue 0.13 (rango
intercuartil, IQR: 0.09 - 0.15), mientras que ese valor en el conjunto de datos mA fue 1.000 (IQR: 0.998 - 1.000).

La FIG. 36A muestra la probabilidad de metilacién determinada para el conjunto de datos de prueba. Para el conjunto
de datos de prueba, la probabilidad mediana de metilacién en los sitios A en el conjunto de datos uA fue 0.13 (IQR:
0.10 - 0.15), mientras que ese valor en el conjunto de datos mA fue 1.000 (IQR: 0.997 - 1.000). Las FIG. 36Ay 36B
muestran que se puede entrenar un modelo CNN basado en una ventana de medicién para detectar la metilacion en
un conjunto de datos de prueba.

La FIG. 37 es una curva ROC para la detecciéon de 6mA utilizando un modelo CNN basado en ventana de medicion
para bases A secuenciadas de la hebra de Watson de acuerdo con la invencidn. La tasa positiva verdadera esta en el
eje y y la tasa positiva falsa estd en el eje x. La figura muestra que el valor de AUC para diferenciar sitios A
secuenciados con y sin metilacién utilizando un modelo CNN fue de 0.94 y 0.93 para conjuntos de datos de
entrenamiento y prueba que consistian en los resultados de secuenciacién de la hebra de Watson, respectivamente.
Sugirié que era factible utilizar la divulgacién en el presente documento para determinar los estados de metilacién en
los sitios A utilizando datos de la hebra de Watson. Si utilizamos la probabilidad de metilacién determinada de 0.5
como valor de corte, se podria lograr una especificidad del 99.3 % y una sensibilidad del 82.6 % para la deteccidn de
6mA. La FIG. 37 muestra que se puede utilizar un modelo CNN basado en ventana de medicién para detectar 6mA
con alta especificidad y sensibilidad. La precisién del modelo se puede comparar con una técnica que utiliza solo una
métrica IPD.

La FIG. 38 muestra una comparacién de rendimiento entre la deteccién de 6mA basada en métrica IPD y una deteccioén
de 6mA basada en una ventana de medicién. La sensibilidad se grafica en el eje y y la especificidad se grafica en el
eje x. La FIG. 38 muestra que el rendimiento utilizando la clasificacién de 6mA basada en ventana de medicién de
acuerdo con la divulgacién de la invencidn en el presente documento (AUC: 0.94) fue superior al método convencional
que utiliza solo la métrica IPD (AUC: 0.87) (valor de P < 0.0001; prueba de DelLong). El modelo CNN basado en
ventana de medicidn superé a la detecciéon basada en métricas IPD.

Las FIG. 39Ay 39B muestran la probabilidad determinada de ser metilados para aquellas bases A secuenciadas de la
hebra de Crick entre conjuntos de datos de uAy mA utilizando el modelo CNN basado en ventana de medicién de la
invencién. La FIG. 39A muestra el conjunto de datos de entrenamiento y la FIG. 39B muestra el conjunto de datos de
prueba. Ambas figuras representan la probabilidad de metilacién en el eje y. Las FIG. 39Ay 39B muestran que, sobre
la base del modelo CNN, para los datos relacionados con la hebra de Crick, las bases A secuenciadas en moléculas
de ADN plantilla de la base de datos mA dieron lugar a una probabilidad mucho mayor de metilacién tanto en el
conjunto de datos de entrenamiento como en el de prueba, en comparacidén con aquellas bases A presentes en la base
de datos uA (valor de P <0.0001; prueba U de Mann-Whitney).

La FIG. 40 muestra el rendimiento de la deteccidén de 6mA utilizando el modelo CNN basado en ventana de medicidn
en bases A secuenciadas de la hebra de Crick de acuerdo con la invencion. La tasa positiva verdadera est4 en el eje
y. La tasa positiva falsa esta en el eje x. La FIG. 40 muestra que el valor de AUC para diferenciar sitios A secuenciados
con y sin metilacién utilizando un modelo CNN fue de 0.95 y 0.94 para conjuntos de datos de entrenamiento y prueba
que consistian en los resultados de secuenciacioén de la hebra de Crick, respectivamente. También se mostré que el
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rendimiento utilizando el enfoque CNN divulgado en el presente documento (AUC: 0.94) es superior al que utiliza
Unicamente la métrica IPD (0.87) (valor de P <0.0001). Los resultados sugirieron que era factible utilizar la divulgacion
del presente documento para determinar los estados de metilacién en los sitios A utilizando datos de la hebra de Crick.
Si utilizamos la probabilidad de metilacién determinada de 0.5 como valor de corte, se podria lograr una especificidad
del 99.3 % y una sensibilidad del 83.0 % para la deteccién de 6mA. La FIG. 40 muestra que se puede utilizar un
modelo CNN basado en ventana de medicién para detectar 6mA con alta especificidad y sensibilidad.

La FIG. 41 muestra ejemplos de estados de metilacién en bases A en una molécula que incluye las hebras de Watson
y Crick. Los puntos blancos representan adeninas no metiladas. Los puntos rellenos negros representan adeninas
metiladas. Las lineas horizontales con puntos representan una hebra de una molécula de ADN de hebra doble. La
molécula 1 muestra que se determina que tanto las hebras de Watson como las de Crick no estan metiladas en las
bases A. La molécula 2 muestra que la hebra de Watson estaba casi completamente desmetilada, mientras que la
hebra de Crick estaba casi toda metilada. La molécula 3 muestra que se determiné que tanto las hebras de Watson
como las de Crick estaban casi todas metiladas en las bases A.

2. Entrenamiento potenciado utilizando un conjunto de datos selectivo

Como se muestra en la FIGS. 36A, 36B, 39A y 39B, hubo una distribucién bimodal de probabilidad de metilacion entre
bases A secuenciadas en moléculas de ADN de plantilla en el conjunto de datos mA. En otras palabras, existian
algunas moléculas con sefiales de uA en el conjunto de datos de mA. Esto se evidenci6é alin mas por la existencia de
moléculas completamente no metiladas y moléculas hemimetiladas en el conjunto de datos de mA (FIG. 41). Una
posible razén puede ser que las moléculas con UA en las plantillas de ADN seguirian representando una porcién
considerable del conjunto de datos de mA después de la amplificacién del genoma completo, ya que las moléculas
con 6mA conducirian a una menor eficiencia de la amplificacién del ADN durante la etapa de amplificacién del genoma
completo. Esta explicacion fue respaldada por el hecho de que 1 ng de ADN gendmico amplificado con 6mA solo daria
lugar a 10 ng de productos de ADN, mientras que 1 ng de ADN genémico amplificado con A no metilado daria lugar a
100 ng de productos de ADN en las mismas condiciones de amplificacion. Por lo tanto, para el conjunto de datos mA,
las moléculas de ADN de plantilla originales cuyas adeninas usualmente no estan metiladas (por ejemplo, 0.051 %)
(Xiao CL et al. Mol Cell. 2018;71:306-318) representarian aproximadamente el 10 % del total de adeninas.

En una realizacién, cuando se intenta entrenar un modelo CNN para diferenciar entre mA y uA, se utilizarian
selectivamente aquellas bases A con valores de IPD relativamente mas altos en el conjunto de datos de mA para
reducir la influencia de los datos de UA en el entrenamiento del modelo para la deteccién de mA. Sélo se pueden
utilizar bases A con valores de IPD superiores a un determinado valor de corte. El valor de corte puede corresponder
a un percentil. En una realizacién, se utilizarian aquellas bases A en un conjunto de datos de mA con valores de IPD
mayores que el valor en el percentil 10. En algunas realizaciones, se utilizarian aquellos A con valores de IPD mayores
que el valor en el percentil 1, 5, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 o 95. El percentil se puede basar en datos de todas
las moléculas de 4cido nucleico en una muestra de referencia o en multiples muestras de referencia.

La FIG. 42 muestra el rendimiento con entrenamiento mejorado mediante el uso selectivo de bases A en un conjunto
de datos de mA con valores de IPD superiores a su percentil 10. La FIG. 42 muestra la tasa positiva verdadera en el
eje y y la tasa positiva falsa en el eje x. La figura muestra que con el uso de bases A en el conjunto de datos de mA
con valores de IPD superiores al percentil 10 para entrenar un modelo CNN, el AUC para diferenciar entre bases de
mA y uA aumentaria a 0.98, lo que era superior al modelo (AUC : 0.94) entrenado por datos sin la seleccidén de acuerdo
con los valores de IPD antes del entrenamiento. Sugirié que la seleccién de sitios de mA utilizando valores de IPD
para crear un conjunto de datos de entrenamiento ayudaria a mejorar el poder discriminativo.

Para confirmar alin mas la existencia de moléculas con bases uA en el conjunto de datos mA, planteamos la hipétesis
de que el porcentaje de uA en el conjunto de datos mA se enriqueceria en aquellos pocillos con mas sublecturas, ya
que los BmA presentes en una molécula ralentizarian el alargamiento de la polimerasa cuando generando una nueva
hebra, en comparacién con una molécula sin 6mA.

La FIG. 43 muestra un grafico de los porcentajes de adeninas no metiladas en el conjunto de datos de mA frente al
namero de sublecturas en cada pocillo. El eje y muestra el porcentaje de uA en el conjunto de datos de mA. El eje x
muestra el nimero de sublecturas en cada pocillo. El conjunto de datos de prueba se volvié a analizar utilizando el
modelo potenciado que se entrené al utilizar sitios mA después de eliminar los sitios A cuyos valores de IPD estaban
por debajo del percentil 10. Se observé un aumento gradual de UuA (es decir, que se eleva desde 14.6 hasta 55.05 %)
a medida que aumentd el nimero de sublecturas por pocillo, que incluyen desde 1 hasta 10 sublecturas por pocillo de
secuenciacién, de 10 a 20 sublecturas por pocillo y de 40 a 50 sublecturas por pocillo , 60 a 70 sublecturas por pocillo
y méas de 70. Por lo tanto, los pocillos que tienen una gran cantidad de sublecturas tienden a tener mA bajos. La
metilacién de A puede retrasar la progresién de la reaccién de secuenciacién. Por lo tanto, es mas probable que los
pocillos de secuenciacién con una profundidad de sublectura alta no estén metilados con respecto a A. Este
comportamiento se puede aprovechar para la deteccién de moléculas no metiladas utilizando un valor de corte para
el numero de sublecturas asociadas con la molécula, por ejemplo, se pueden identificar més de 70 sublecturas como
mayoritariamente no metiladas.
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La FIG. 44 muestra patrones de metiladenina entre las hebras de Watson y Crick de una molécula de ADN de hebra
doble en un conjunto de datos de prueba. La metilacién de A es asimétrica y, por tanto, el comportamiento es diferente
entre las dos hebras. La mayoria de las moléculas estaban metiladas debido a la incorporacién de mA, con algo de A
no metilado residual. El eje y muestra el nivel de metiladenina de la hebra de Crick. El eje x muestra el nivel de
metiladenina de la hebra de Watson. Cada punto representa una molécula de hebra doble. Utilizando el modelo
potenciado que fue entrenado por sitios mA seleccionados, las moléculas de hebra doble se pueden clasificar en
diferentes grupos de acuerdo con el nivel de metilacién de cada hebra de la siguiente manera:

(a) Para una molécula de ADN de hebra doble, los niveles de metiladenina de las hebras de Watson y Crick
fueron mayores que 0.8. Dicha molécula de hebra doble se definié como una molécula completamente metilada con
respecto a los sitios de adenina (FIG. 44, area A). El nivel de metiladenina de una hebra se defini6 como el porcentaje
de sitios A que se determiné que estaban metilados entre el total de sitios A en esa hebra.

(b) Para una molécula de ADN de hebra doble, el nivel de metiladenina de una hebra era mayor que 0.8 mientras
que la otra hebra era menor que 0.2. Dicha molécula se defini6 como molécula hemimetilada con respecto a los sitios
de adenina (FIG. 44, areas B1 y B2).

(c) Para una molécula de ADN de hebra doble, los niveles de metiladenina de las hebras de Watson y Crick eran
menores a 0.2. Dicha molécula de hebra doble se defini6 como una molécula completamente no metilada con respecto
a los sitios de adenina (FIG. 44, area C).

(d) Para una molécula de ADN de hebra doble, los niveles de metiladenina de las hebras de Watson y Crick no
pertenecian a los grupos a, b y c¢. Dicha molécula de hebra doble se definié como una molécula con patrones de
metilacion entrelazados con respecto a los sitios de adenina (FIG. 44, area D). Los patrones de metilacién entrelazados
se definieron como una mezcla de adeninas metiladas y no metiladas presentes en una hebra de ADN.

En algunas otras realizaciones, los valores de corte de los niveles de metiladenina para definir la hebra no metilada
pueden ser, pero no se limitan a, menos de 0.01, 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 y 0.5. Los valores de corte de los niveles de
metiladenina para definir la hebra metilada serian, pero no se limitan a, mas de 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9, 0.95 y 0.99.

La FIG. 45 es una tabla que muestra el porcentaje de moléculas completamente no metiladas, moléculas
hemimetiladas, moléculas completamente metiladas y moléculas con patrones de metiladenina entrelazados en
conjuntos de datos de entrenamiento y prueba. Las moléculas en el conjunto de datos de prueba se pueden clasificar
en moléculas completamente no metiladas (7.0 %) con respecto a los sitios de adenina, moléculas hemimetiladas
(9.8 %), moléculas completamente metiladas (79.4 %)y moléculas con patrones de metiladenina entrelazados (3.7 %).
Estos resultados fueron comparables a los resultados mostrados en el conjunto de datos de entrenamiento, para los
cuales habia moléculas completamente no metiladas (7.0 %) con respecto a los sitios de adenina, moléculas
hemimetiladas (10.0 %), moléculas completamente metiladas (79.4 %) y moléculas con patrones de metiladenina
entrelazados (3.6 %).

La FIG. 46 ilustra ejemplos representativos de moléculas con moléculas completamente no metiladas con respecto a
sitios de adenina, moléculas hemimetiladas, moléculas completamente metiladas y moléculas con patrones de
metiladenina entrelazados. Los puntos blancos representan adeninas no metiladas. Los puntos rellenos negros
representan adeninas metiladas. Las lineas horizontales con puntos representan una hebra de una molécula de ADN
de hebra doble.

En realizaciones, se puede mejorar el rendimiento en la diferenciacién entre adeninas metiladas y no metiladas al
aumentar la pureza de las bases de 6mA que se utilizaron para entrenar un modelo CNN. Con este fin, se puede
aumentar la duracién de la reaccién de amplificacién del ADN de tal manera que el aumento de productos de ADN
recién producidos pueda diluir el efecto de las adeninas no metiladas aportadas a partir de plantillas de ADN originales.
En otras realizaciones, se pueden incorporar bases biotiniladas durante la amplificacién del ADN con 6mA. Los
productos de ADN recién producidos con 6mA se pueden extraer y enriquecer utilizando perlas magnéticas recubiertas
de estreptavidina.

3. Usos de perfiles de metilaciéon de 6 mA

La modificacién del ADN 6mA esta presente en los genomas de bacterias, arqueas, protistas y hongos (Didier W et al.
Nat Rev Micorbiol. 2009;4: 183-192). También se informé que existian 6mA en el genoma humano, lo que representa
el 0.051 % del total de adeninas (Xiao CL et al. Mol Cell. 2018;71:306-318). Teniendo en cuenta el bajo contenido de
6mA en un genoma humano, en una realizacion, se puede crear un conjunto de datos de entrenamiento al ajustar la
relacién de 6mA en la mezcla de dNTP (N representa A, C, G y T no modificados) en la etapa de amplificacién del
genoma completo. Por ejemplo, se podria utilizar la relacion de 6mAa dNTP de 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000, 1:100000
0 1:1000000. En otra realizacidn, se puede utilizar adenina ADN metiltransferasa M. EcoGll para crear un conjunto de
datos de entrenamiento de 6mA.

La cantidad de 6mA fue menor en los tejidos de cancer géstrico y de higado, y esta regulacién a la baja de 6mA se
correlacion6 con una mayor tumorigénesis (Xiao CL et al. Mol Cell. 2018;71:306-318). Por otro lado, se informé que
estaban presentes niveles mas altos de 6mA en el glioblastoma (Xie et al. Cell. 2018;175:1228-1243). Por lo tanto, el
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enfoque para 6mA como se divulga en el presente documento seria Util para estudiar la genémica del cancer (Xiao CL
et al. Mol Cell. 2018;71:306-318; Xie et al. Cell. 2018;175:1228-1243). Ademas, se encontré que 6mA era mas
prevalente y abundante en el ADN mitocondrial de los mamiferos, lo que se muestra en asociacién con la hipoxia (Hao
Z et al. Mol Cell. 2020; doi:10.1016/j.molcel.2020.02.018). Por lo tanto, el enfoque para la detecciéon de 6mA en esta
divulgacidn seria Util para estudiar la respuesta al estrés mitocondrial en diferentes condiciones clinicas tales como el
embarazo, cancer y enfermedades autoinmunitarias.

IV. Resultados y aplicaciones
A. Deteccién de metilacién

La deteccion de metilacién en sitios CpG utilizando métodos de la invencidn descritos anteriormente se realiz para
diferentes muestras biolégicas y regiones gendémicas. Como un ejemplo, la determinacién de la metilacién con ADN
libre de células en el plasma de mujeres embarazadas utilizando una secuenciacién en tiempo real de Unica molécula
se verificd frente a la determinacion de la metilacion utilizando la secuenciacidn con bisulfito. Los resultados de la
metilacién se pueden utilizar para diferentes aplicaciones, que incluye la determinacién del nimero de copias y el
diagndstico de trastornos. Los métodos descritos a continuacién no se limitan a sitios CpG y también se pueden aplicar
a cualquier modificacidén descrita en el presente documento y, por lo tanto, se describen con fines ilustrativos.

1. Deteccién de metilacién de moléculas largas de ADN en tejido placentario.

La secuenciacién en tiempo real de Unica molécula podria secuenciar moléculas de ADN de kilobases de longitud
(Nattestad et al., 2018). El descifrado de los estados de metilacién para los sitios CpG utilizando la invencién descrita
en el presente documento permitiria inferir la informacién del haplotipo de los estados de metilacién al hacer uso
sinérgico de la informacién de lectura larga de la secuenciacidén en tiempo real de Unica molécula. Para demostrar la
viabilidad de inferir los estados de metilacién de lectura larga, asi como su informacién de haplotipo, secuenciamos
un ADN de tejido de placenta con 478,739 moléculas que estaban cubiertas por 28,913,838 sublecturas. Habia 7
moléculas de mas de 5 kb de tamafio. Cada uno estaba cubierto en promedio por 3 sublecturas.

La FIG. 47 muestra los estados de metilacién a lo largo de la molécula larga de ADN con un tamafio de 6,265 bp (es
decir, un bloque de haplotipo), que se secuenci6 en un ZMW con el numero de agujero ZMW
mb54276_180626_162240/40763503 y se maped a la ubicacién gendmica de chr1:113246546-113252811 en el
genoma humano. -’ representaba el nucleétido no CpG; ‘U’ representa el estado no metilado en un sitio CpG; y ‘M’
representa el estado metilado en un sitio CpG. La regidén 4710 resaltada en amarillo indicé una regién isla CpG que se
sabia que no estaba metilada en general (FIG. 47). Se dedujo que la mayoria de los sitios CpG en esa isla CpG no
estaban metilados (96 %). Por el contrario, se dedujo que el 75 % de los sitios CpG fuera de la isla CpG no estaban
metilados. Estos resultados sugirieron que el nivel de metilacién fuera de la isla CpG (por ejemplo, orilla/plataforma de
la isla CpG) era mayor que el de la isla CpG. La mezcla de estados metilados y no metilados en una disposicién de
haplotipos en las regiones fuera de esa isla CpG indicaria la variabilidad de los patrones de metilacién. En general,
dichas observaciones coincidieron con los conocimientos actuales (Zhang et al., 2015; Feinberg e Irizarry, 2010). Por
lo tanto, esta divulgacién ha permitido llamar a diferentes estados de metilacién a lo largo de una molécula larga, que
incluyen los estados de metilacién y desmetilacion, lo que implica que la informacién del haplotipo de los estados de
metilacion podria estar en fase. La informacion de haplotipo se refiere a la vinculacién de los estados de metilacién de
los sitios CpG en un tramo contiguo de ADN.

Describimos cémo podriamos utilizar este enfoque en el presente documento para analizar estados de metilacién a lo
largo de un haplotipo para detectar y analizar las regiones impresas. Las regiones impresas estan sujetas a una
regulacién epigenética que provoca estados de metilacién en una forma de progenitor de origen. Por ejemplo, una
regiéon impresa importante se encuentra en el cromosoma humano 11p15.5 y contiene los genes impresos IGF2, H19
y CDKN1C (P574P2) que son fuertes reguladores del crecimiento fetal (Brioude et al, Nat Rev Endocrinol. 2018;14:229-
249). Las aberraciones genéticas y epigenéticas en las regiones impresas estarian asociadas con enfermedades. El
sindrome de Beckwith-Wiedemann (BWS) es un sindrome de sobrecrecimiento, en el que los pacientes a menudo
presentan macroglosia, defectos de la pared abdominal, hemihiperplasia, agrandamiento de los érganos abdominales
y un mayor riesgo de tumores embrionarios durante la primera infancia. Se considera que el BWS es causado por
defectos genéticos o epigenéticos dentro de las regiones 11p15.5 (Brioude et al, Nat Rev Endocrinol. 2018;14:229-
249). Una regién llamada ICR1 (regién de control de impronta 1) que se encuentra entre H19 e IGF2 estd metilada
diferencialmente en el alelo paterno. ICR1 dirige la expresidn especifica del progenitor de origen de IGF2. Por lo tanto,
las aberraciones genéticas y epigenéticas en ICR1 conducirian a una expresién aberrante de IGF2, que es una de las
posibles razones que causan el BWS. Por tanto, la deteccién de estados de metilacién a lo largo de las regiones
impresas seria de importancia clinica.

Descargamos datos para 92 genes impresos de una base de datos puUblica que selecciona genes impresos informados
actualmente (http://www.geneimprint.org/). Las regiones de 5 kb en direccién ascendente y en direccién descendente
de estos genes impresos se utilizaron para analisis adicionales. Entre estas regiones, 160 islas CpG se asocian con
estos genes impresos. Obtuvimos 324,248 secuencias consenso circulares de una muestra de placenta. Después de
eliminar las secuencias de consenso circulares con baja calidad y regiones cortas superpuestas con las islas CpG (por
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ejemplo, méas pequefias que el 50 % de la longitud de esa isla CpG relevante), obtuvimos 9 secuencias de consenso
circulares que se superponian con 9 islas CpG que correspondian a 8 genes impresos.

La FIG. 48 es una tabla que muestra que las 9 moléculas de ADN se secuenciaron mediante una secuenciacidén en
tiempo real de Unica molécula y superposiciéon con regiones impresas, que incluyen H19, WT1-AS, WT1, DLK1, MEGS3,
ATP10A, LRRTM1 y MAGI2. La 62 columna contenia los tramos de ADN que se superponian con islas CpG que
involucraban las regiones impresas. ‘U’ representa una citosina no metilada en el contexto CpG; ‘M’ representa una
citosina metilada en el contexto CpG. ™ representa un sitio CpG que no estaba cubierto en el resultado de la
secuenciacidn; -’ representa un nucledtido de sitios no CpG; el genotipo se indica entre paréntesis si una molécula se
superpone con un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP). La 72 columna indica los estados de metilacién de una
molécula completa. Una molécula se puede considerar metilada si se demostré que la mayoria de los sitios CpG (por
ejemplo, més del 50 %) estan metilados de acuerdo con las realizaciones presentes en esta divulgacién; de lo contrario
se llamaria no metilado.

Entre 9 moléculas de ADN, 5 moléculas de ADN (55.6 %) se llamaron metiladas, lo que no se desvié significativamente
de la expectativa en la que el 50 % de las moléculas de ADN estarian metiladas. Como se muestra en la 62 columna
de la tabla de la FIG. 48, se mostré que la mayoria de los sitios CpG estaban metilados o no metilados de manera
concertada, es decir, como un haplotipo de metilacién. Una molécula se denominaria metilada si se demostrara que
la mayoria de los sitios CpG (por ejemplo, mas del 50 %) estdn metilados de acuerdo con las realizaciones presentes
en esta divulgacién; de lo contrario, se denominaria no metilada. Se podrian utilizar otros valores de corte, para
determinar si una molécula estd metilada o no, por ejemplo, pero no se limita a, al menos 10 %, 20 %, 30 %, 40 %,
50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % y 100 % de los sitios CpG en una molécula se analizaron para considerarlos metilados.

También describimos que podriamos utilizar moléculas que comprendan simultdineamente al menos un SNP y al
menos un andlisis de sitio CpG para determinar si una regién podria estar asociada con una regién impresa o si un
gen impreso conocido podria ser aberrante (por ejemplo, pérdida de impronta). Con fines ilustrativos, la FIG. 49
muestra que la primera molécula de una regién de impronta portaba el alelo ‘A’; y la segunda molécula de esa regidn
de impronta llevaba el alelo ‘G’. Suponiendo que la regién de impronta se imprimiera de forma paterna, la primera
molécula del haplotipo materno estaba completamente desmetilada; y la segunda molécula del haplotipo paterno
estaba completamente metilada. Dicha suposicién proporcionaria la verdad absoluta de los estados de metilacién,
permitiendo probar el rendimiento de la detecciéon de metilacién de acuerdo con las realizaciones presentes en esta
divulgacion.

La FIG. 49 muestra un ejemplo para la determinacién de patrones de metilacién en una regién impresa. Se extrajo el
ADN de una muestra bioldgica y se ligé con adaptadores de horquilla para formar moléculas circulares de ADN. Se
desconocia la informacién de secuencia y las modificaciones de bases (por ejemplo, estados de metilacién en sitios
CpG) con respecto a esas moléculas circulares de ADN. Esas moléculas circulares de ADN se sometieron a una
secuenciacidén en tiempo real de Unica molécula. Las IPD, PW y el contexto de secuencia para las bases en cada
sublectura que se originan a partir de esas moléculas circulares de ADN se determinaron después de que las
sublecturas se mapearan en el genoma de referencia. Ademas, se determinaron los genotipos de esas moléculas. Las
IPD, PW y el contexto de secuencia en una ventana de medicién asociada con los sitios CG se compararian con los
patrones cinéticos de referencia para determinar los estados de metilacién para cada CpG. Si dos moléculas con alelos
diferentes mostraran diferentes patrones de metilacién de manera que una estuviera completamente desmetilada y la
otra completamente metilada, la regién gendémica asociada con estas dos moléculas seria una regiéon impresa. Si dicha
regién gendémica fuera una regién impresa conocida, por ejemplo, como se ilustra en la FIG. 49, los patrones de
metilacién para estas dos moléculas estaban en linea con los patrones de metilacién esperados (es decir, la verdad
absoluta) en una situacién normal. Puede sugerir la exactitud de los métodos para la clasificacién de estados de
metilacién de acuerdo con esta divulgacién. La derivacién entre los patrones de metilacién medidos descritos en esta
divulgacion y los patrones de metilacién esperados indicaria las aberraciones de la impronta, por ejemplo, la pérdida
de la impronta.

La FIG. 50 muestra un ejemplo para la determinacién de patrones de metilacién en una regién impresa. El patrén de
impronta se podria determinar alin mas a través del anélisis de los patrones de metilacion de esa regién en un
determinado arbol genealégico. Por ejemplo, se podria realizar el anélisis de patrones de metilacién e informacién
alélica en los genomas paterno y materno y en la descendencia. Dicho arbol genealégico podria incluir ademas los
genomas del abuelo paterno o materno, de la abuela paterna o materna u otros genomas relevantes. Dicho analisis
se podria ampliar a conjuntos de datos de trios familiares (madre, padre e hijo) en una poblacién determinada, por
ejemplo, obteniendo informacién de metilacién y genotipo para cada individuo como se describe en el presente
documento.

Como se muestra después de la clasificacién, se pueden determinar tanto el genotipo (alelo en el cuadro) como el
estado de metilacién. Para cada una de las moléculas, se puede proporcionar un patrén de metilacién en cada sitio
(por ejemplo, todas metiladas o todas no metiladas) para identificar de qué progenitor se hereda la molécula. O bien,
se puede determinar una densidad de metilacién, y uno o més valores de corte pueden clasificar si la molécula esta
hipermetilada (por ejemplo, > 80 % u otro % y de un progenitor) o hipometilada (por ejemplo, <20 % u otro % y del
otro progenitor).
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2. Deteccién de metilacion de moléculas de ADNIc

Como otro ejempilo ilustrativo, la metilacién del ADN libre de células (ADNIc) también se ha reconocido cada vez mas
como sefiales moleculares importantes para las pruebas prenatales no invasivas. Por ejemplo, hemos mostrado que
las moléculas de ADNIc de regiones que llevan metilacion especifica de tejido se pueden utilizar para determinar las
contribuciones proporcionales de diferentes tejidos tales como neutréfilos, células T, células B, higado y placenta en
el plasma de mujeres embarazadas (Sun et al., 2015). También se ha demostrado la viabilidad de utilizar la metilacién
del ADN plasmatico de mujeres embarazadas para detectar la trisomia 21 (Lun et al., 2013). Las moléculas de ADNIc
en el plasma materno se fragmentaron con un tamafio medio de 166 bp, que es mucho mas corto que el ADN de E.
coli fragmentado artificialmente con aproximadamente 500 bp de tamafio. Se ha informado que el ADNIc esta
fragmentado de manera no aleatoria, por ejemplo, motivos terminales del ADN plasmatico en asociacién con los
origenes del tejido, tales como por ejemplo de la placenta. Dichas propiedades caracteristicas del ADN libre de células
dan un contexto de secuencia extremadamente diferente al del ADN de E. coli fragmentado artificialmente. Por lo tanto,
alin se desconoce si dicha cinética de la polimerasa permitiria deducir cuantitativamente los niveles de metilacién,
normalmente para moléculas de ADN libres de células. Las divulgaciones en esta solicitud de patente serian
aplicables, pero no se limitan a, al analisis de metilacién del ADN libre de células en el plasma de mujeres
embarazadas, por ejemplo al utilizar el modelo de prediccidén de la metilacién entrenado a partir de las moléculas de
ADN de tejido mencionadas anteriormente.

Utilizando secuenciacién en tiempo real de Unica molécula, se secuenciaron seis muestras de ADN plasmatico de
mujeres embarazadas con un feto masculino con una mediana de 30,738,399 sublecturas (rango: 1,431,215-
105,835,846), correspondiente a una mediana de 111.834 CCS (rango: 61,010-503,582). Cada ADN plasmético se
secuencid con una mediana de 262 veces (rango: 173-320). El conjunto de datos se gener6 a partir de ADN preparado
con el Kit de Secuenciacion Sequel | 3.0.

Para evaluar la deteccién de metilacién de moléculas de ADNIc, utilizamos secuenciacién con bisulfito (Jiang et al.,
2014) para analizar la metilacién de las 6 muestras de ADN plasmatico de mujeres embarazadas mencionadas
anteriormente. Obtuvimos una mediana de 66 millones de lecturas de pares (58-82 millones de lecturas de pares). Se
encontré que la mediana de metilacién general era del 69.6 % (67.1 %-72.0 %).

La FIG. 51 muestra la comparacién de los niveles de metilacién deducidos por el nhuevo enfoque y la secuenciacion
con bisulfito convencional. El eje y son los niveles de metilacién predichos como se describe en esta solicitud de
patente. El eje x son los niveles de metilacién deducidos mediante la secuenciaciéon con bisulfito. Se analiz6 una
mediana de 314,675 sitios CpG (rango: 144,546-1,382,568) para obtener resultados de ADN plasmético generados a
partir de secuenciacién en tiempo real de Unica molécula. La proporcién de la mediana de sitios CpG que se predijo
que estaban metilados fue del 64.7 % (rango: 60.8-68.5 %), lo que parecia ser comparable con los resultados
deducidos de la secuenciacién con bisulfito. Como se muestra en la FIG. 51, hubo una buena correlacién (r: 0.96, valor
de p = 0.0023) entre los niveles generales de metilacién deducidos por una secuenciacién en tiempo real de Unica
molécula con el enfoque actual de prediccién de la metilacién y la secuenciacién con bisulfito.

Debido a la poca profundidad de la secuenciacién con bisulfito, podria no ser sélida para deducir los niveles de
metilacion (es decir, la fraccién de CpG secuenciado que se metila) para cada CpG en el genoma humano. En cambio,
calculamos los niveles de metilacion en algunas regiones con multiples sitios CpG, al agregar sefiales de lectura que
cubren sitios CpG de una regién gendmica en la que dos sitios CpG consecutivos estaban dentro de 50 nt y el nimero
de sitios CpG era al menos 10. El porcentaje de citosina secuenciada entre la suma de citosinas y timinas
secuenciadas en sitios CpG en una regién indico los niveles de metilacién de esa region. Las regiones se dividieron
en diferentes grupos de acuerdo con los niveles regionales de metilacion. La probabilidad de metilacién predicha por
el modelo aprendido de los conjuntos de datos de entrenamiento anteriores (es decir, ADN de tejido) se elevé de
acuerdo con lo anterior a medida que aumentaron los niveles de metilacién (FIG. 52A). Estos resultados sugirieron
ademas la viabilidad y validez del uso de secuenciacién en tiempo real de Unica molécula para predecir los estados
de metilacién de las moléculas de ADNIc en mujeres embarazadas. La FIG. 52B mostrd que el nivel de metilacién en
una ventana genémica de 10 Mb estimado utilizando secuenciacién en tiempo real de Unica molécula de acuerdo con
las realizaciones presentes en esta divulgacion se corrigié bien con el de secuenciacién con bisulfito (r = 0.74; valor
de p < 0.0001).

La FIG. 53 mostraron que las representaciones genémicas (GR) del cromosoma Y en el plasma materno de mujeres
embarazadas medidas mediante secuenciaciéon en tiempo real de Unica molécula estaban bien correlacionadas con
las medidas mediante BS-seq (r = 0.97; valor de P = 0.007). Estos resultados sugirieron que la secuenciacién en
tiempo real de Unica molécula también permitiria la cuantificaciéon precisa de moléculas de ADN originadas en tejidos
no hematopoyéticos tales como la placenta, cuyo ADN aportado generalmente representaba una minoria. En otras
palabras, esta divulgaciéon demostré la viabilidad de analizar simultaneamente las aberraciones del nimero de copias
y los estados de metilacién de moléculas nativas sin conversiones ni amplificaciones de bases antes de la
secuenciacion.

3. Método basado en bloques CpG
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También describimos la realizacién de un analisis de metilacién en una serie regiones genémicas que albergan
multiples sitios CpG, por ejemplo, pero no se limitan a, 2, 3, 4, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 100 sitios CpG, etc. El tamafio de
dicha regién genémica puede ser, por ejemplo, pero no se limitan a, 50, 100, 200, 300 y 500 nt, etc. La distancia entre
sitios CpG en esta regién podria ser, por ejemplo, pero no se limita a 10, 20, 30, 40, 50, 100, 200, 300 nt, etc. Podriamos
fusionar dos sitios CpG consecutivos dentro de 50 nt para formar un bloque CpG de tal manera que el nimero de
sitios CpG en este bloque fuera méas de 10. En dicho método basado en bloques, se pueden combinar multiples
regiones en una ventana representada como una Unica matriz, tratando efectivamente las regiones juntas.

Como un ejempilo ilustrativo, como se muestra en la FIG. 54, la cinética de todas las sublecturas asociadas con un
bloque CpG se utilizd para el anélisis de metilaciéon. Los perfiles IPD proyectados de los 10 nt que flanquean en
direccién ascendente y en direccién descendente en cada CpG en ese bloque se alinearon artificialmente con respecto
a los sitios CpG para calcular el perfil IPD promedio (FIG. 54). La palabra “proyectada” significa que habiamos alineado
las sefiales cinéticas de sublecturas con cada sitio CpG correspondiente en cuestién. Los perfiles IPD promedio para
un bloque CpG se utilizaron para entrenar un modelo (por ejemplo, utilizando una red neuronal artificial, ANN para
abreviar) para identificar los estados de metilacién para cada bloque. El anélisis de ANN incluy6 una capa de entrada,
dos capas ocultas y una capa de salida. Cada bloque CpG se caracterizd por un vector de caracteristicas de 21 valores
de IPD que se ingresarian a la ANN. La primera capa oculta incluia 10 neuronas con ReLu como funcién de activacién.
La segunda capa oculta incluia 5 neuronas con RelLu como funcién de activacién. Finalmente, la capa de salida incluia
1 neurona con sigmoide como funcién de activacién que generaria la probabilidad de metilacién. Un sitio CpG que
muestra una probabilidad de metilacién> 0.5 se consideré metilacién; de lo contrario, se consider6 desmetilacién. El
perfil IPD promedio se puede utilizar para analizar el estado de metilacién de una molécula completa. La molécula
completa se puede considerar metilada si un cierto nimero de sitios por encima de un umbral (por ejemplo, 0, 1, 2, 3,
etc.) estan metilados o si la molécula tiene una cierta densidad de metilacién.

Habia 9,678 y 9,020 bloques CpG en bibliotecas metiladas y no metiladas, cada una de las cuales albergaba al menos
10 sitios CpG. Esos bloques CpG cubrieron 176,048 y 162,943 sitios CpG para bibliotecas metiladas y no metiladas.
Como se muestra en la FIG. 55Ay FIG. 55B, podriamos lograr una precisién general superior al 90 % en la prediccién
de estados de metilacién tanto en el conjunto de datos de entrenamiento como en el conjunto de datos de prueba. Sin
embargo, dicha realizacion basada en bloques CpG reduciria en gran medida la cantidad de CpG que se pudieron
evaluar. Por definicién, el requisito del menor nimero de sitios CpG restringiria el analisis de metilaciéon a algunas
regiones genémicas particulares (por ejemplo, analizando preferentemente islas CpG).

B. Determinacién del origen o trastorno

Los perfiles de metilacién se pueden utilizar para detectar el origen del tejido o determinar la clasificacién de un
trastorno. El analisis del perfil de metilacién se puede utilizar junto con otros datos clinicos, que incluyen formacién de
imagenes, paneles de sangre convencionales y otra informacién de diagnéstico médico. Los perfiles de metilacion se
pueden determinar utilizando cualquier método descrito en el presente documento.

1. Determinacién de la aberracién del nUmero de copias.

Esta seccién muestra que SMRT es precisa para determinar el nimero de copias y, por lo tanto, el perfil de metilacién
y el perfil del nimero de copias se pueden analizar simultdneamente.

Se ha demostrado que las aberraciones en el nimero de copias pueden revelarse mediante la secuenciacion de los
tejidos tumorales (Chan (2013)). En el presente documento, mostramos que las aberraciones en el nimero de copias
asociadas al cancer se pueden identificar mediante la secuenciacién de tejidos tumorales utilizando secuenciacién en
tiempo real de Unica molécula. Por ejemplo, para el caso TBR3033, obtuvimos 589,435 y 1,495,225 secuencias
consenso (el requisito minimo de sublecturas utilizadas para construir cada secuencia consenso fue 5) para el ADN
tumoral y su ADN de tejido hepatico no tumoral adyacente emparejado, respectivamente. El conjunto de datos se
generé a partir de ADN preparado con el Kit de Secuenciacién Sequel Il 1.0. El genoma se dividié, in silico, en ventanas
de 2 Mb. Se calcul6 el porcentaje de secuencias consenso mapeadas a cada ventana, lo que dio como resultado una
representacion gendmica (GR) con una resolucién de 2 Mb. La GR se puede determinar mediante una serie de lecturas
en una posicién normalizada por las lecturas de secuencia total en todo el genoma.

La FIG. 56A muestra la relacién de GR entre el tumor y su ADN de tejido no tumoral adyacente emparejado utilizando
secuenciacion en tiempo real de Unica molécula. La relacién del nimero de copias entre el ADN del tumor y el ADN
del tejido normal adyacente emparejado se muestra en el eje y, y el indice de intervalo genémico para cada ventana
de 2 Mb, que incluye los cromosomas 1 a 22, se muestra en el eje x. Para esta figura, una regién con una relacién de
GR superior al percentil 95 de todas las ventanas de 2 Mb se clasificé como con ganancia en el nimero de copias,
mientras que una regién con una proporcién de GR inferior al percentil 5 de todas las ventanas de 2 Mb se clasificé
como que tiene pérdida del nimero de copia. Observamos que el cromosoma 13 albergaba pérdidas en el nUmero de
copias, mientras que el cromosoma 20 albergaba ganancias en el nimero de copias. Dichas ganancias y pérdidas
son el resultado correcto.

La FIG. 56B muestra la relacién de GR entre el tumor y su tejido no tumoral adyacente emparejado utilizando
secuenciacidén con bisulfito. La relacién del nimero de copias entre el ADN del tumor y el ADN del tejido normal
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adyacente emparejado se muestra en el eje y, y el indice del intervalo genémico para cada ventana de 2 Mb, que
incluye los cromosomas 1 a 22, se muestra en el eje x. Los cambios en el nimero de copias identificados mediante
secuenciacién en tiempo real de Unica molécula en la FIG. 56A se verificaron en los resultados de secuenciacién de
bisulfito coincidentes en la FIG. 56B.

Para el caso TBR3032, obtuvimos 413,982 y 2,396,054 secuencias consenso (el requisito minimo de sublecturas
utilizadas para construir cada secuencia consenso fue 5) para el ADN tumoral y su ADN de tejido no tumoral adyacente
emparejado, respectivamente. El genoma se dividi, in silico, en ventanas de 2 Mb. Se calculd el porcentaje de
secuencias de consenso mapeadas a cada ventana, a saber, representacién genémica (GR) de 2 Mb.

La FIG. 57A muestra la relacién de GR entre el tumor y su ADN de tejido no tumoral adyacente emparejado utilizando
secuenciacion en tiempo real de Unica molécula. La relacién del nimero de copias entre el ADN del tumor y el ADN
del tejido normal adyacente emparejado se muestra en el eje y, y el indice de intervalo genémico para cada ventana
de 2 Mb, que incluye los cromosomas 1 a 22, se muestra en el eje x. Para esta figura, una regién con una proporcién
de GR superior al percentil 95 de todas las ventanas de 2 Mb se clasific6 como con ganancia en el nimero de copias,
mientras que una regién con una proporcién de GR inferior al percentil 5 de todas las ventanas de 2 Mb se clasificé
como tener pérdida del nimero de copia. Observamos que los cromosomas 4, 6, 11, 13, 16 y 17 albergaban pérdidas
en el nimero de copias, mientras que los cromosomas 5 y 7 albergaban ganancias en el nimero de copias.

La FIG. 57B muestra la relacién de GR entre el tumor y su tejido no tumoral adyacente emparejado utilizando
secuenciacidén con bisulfito. La relacién del nimero de copias entre el ADN del tumor y el ADN del tejido normal
adyacente emparejado se muestra en el eje y, y el indice de intervalo genémico para cada ventana de 2 Mb, que
incluye los cromosomas 1 a 22, se muestra en el eje x. Los cambios en el nimero de copias identificados mediante
secuenciacién en tiempo real de Gnica molécula en la FIG. 57A se verificaron en los resultados de secuenciacién de
bisulfito coincidentes en la FIG. 57B.

De acuerdo con lo anterior, el perfil de metilacion y el perfil del nimero de copias se pueden analizar simultaneamente.
En este ejemplo, dado que la pureza tumoral de un tejido tumoral generalmente no siempre es del 100 %, las regiones
amplificadas aumentarian relativamente la contribucién del ADN tumoral, mientras que las regiones suprimidas
disminuirian relativamente la contribucién del ADN tumoral. Debido a que el genoma del tumor se caracteriza por una
hipometilacion global, las regiones amplificadas disminuirian ain mas los niveles de metilacién en comparacién con
las regiones suprimidas. A modo de ilustracién, para el caso TBR3033, el nivel de metilacién del cromosoma 22
(ganancias del niumero de copias) medido utilizando la presente invencién fue del 48.2 %, que fue inferior al del
cromosoma 3 (pérdidas del nimero de copias) (nivel de metilacién: 54.0 %). Para el caso TBR3032, el nivel de
metilacion del brazo del cromosoma 5p (ganancias del nimero de copias) medido utilizando la presente invencién fue
del 46.5 %, que fue inferior al del brazo del cromosoma 5q (pérdidas del nimero de copias) (nivel de metilacién:
54.9 %).

2. Mapeo de tejido del ADN plasmatico en mujeres embarazadas.

Como se muestra en la FIG. 58, razonamos que la precisién del andlisis de metilacién nos permitiria comparar los
perfiles de metilacién del ADN plasmatico de una mujer embarazada con los perfiles de metilacién de diferentes tejidos
de referencia (por ejemplo, higado, neutréfilos, linfocitos, placenta, células T, células B, corazdn, cerebro, etc.). Por lo
tanto, las contribuciones de ADN en la agrupacidén de ADN plasmatico de una mujer embarazada a partir de diferentes
tipos de células podrian deducirse mediante los siguientes procedimientos. Los niveles de metilacién de CpG de una
mezcla de ADN (por ejemplo, ADN plasmatico) determinados como se describe en esta divulgacion se registraron en
un vector (X) y los niveles de metilacién de referencia recuperados en diferentes tejidos se registraron en una matriz
(M) que se podria cuantificar mediante, pero sin limitarse a, secuenciacién con bisulfito. Las contribuciones
proporcionales (p) de diferentes tejidos a una mezcla de ADN podrian resolverse mediante programacién cuadrética,
entre otras. En el presente documento, utilizamos ecuaciones matematicas para ilustrar la deduccion de la contribucién
proporcional de diferentes érganos a una mezcla de ADN que se estd analizando. La relacidén matematica entre las
densidades de metilacidén de los diferentes sitios en una mezcla de ADN y las densidades de metilacion de los sitios
correspondientes en diferentes tejidos se puede expresar como:

Xi = Yu(pr X My),

donde X; representa la densidad de metilacion de un sitio CpG i en una mezcla de ADN; p,, representa la contribucion
proporcional del tipo celular k a una mezcla de ADN; M;, representa la densidad de metilacién del sitio CpG i/ en el tipo
de célula k. Cuando el numero de sitios es igual o0 mayor que el nimero de 6rganos, se podrian determinar los valores
de p, individuales. Para mejorar la informacion, los sitios CpG mostraron una pequefia variabilidad de los niveles de
metilacion en todos los tipos de tejidos de referencia y se descartaron. Utilizamos un conjunto especifico de sitios CpG
para realizar el andlisis. Por ejemplo, esos sitios CpG se caracterizaron con un coeficiente de variacién (CV) de los
niveles de metilacién en diferentes tejidos mayor al 30 % y una diferencia entre los niveles de metilacién maximo y
minimo entre los tejidos mayor al 25 %. En algunas otras realizaciones, también se podria utilizar un CV de 5 %, 10 %,
20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 80 %, 90 %, 100 %, 110 %, 200 %, 300 %, etc.; y se podrian utilizar una diferencia

35



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2985191 T3

entre los niveles de metilacién méximo y minimo entre tejidos superior al 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 40 %,
50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 100 %, etc.

Se pueden incluir criterios adicionales en el algoritmo para mejorar la precisiéon. Por ejemplo, la contribucién agregada
de todos los tipos de células se limitaria a ser del 100 %, es decir,

2}6 Py = 100%.

Ademas, se requeriria que todas las contribuciones de los 6rganos no fueran negativas:
re = 0,VEk

Debido a variaciones biolégicas, el patrén de metilacién general observado puede no ser completamente idéntico al
patréon de metilacion deducido de la metilacién de los tejidos. En dicha circunstancia, seria necesario el anélisis
matematico para determinar la contribucién proporcional méas probable de los tejidos individuales. En este sentido, la
diferencia entre el patrén de metilacién observado en el ADN y el patrén de metilacién deducido de los tejidos se
denota por W:

W= X = ) (5 X My)
K

El valor mas probable de cada p, se puede determinar al minimizar W, que es la diferencia entre los patrones de
metilacién observados y deducidos. Esta ecuacién se puede resolver utilizando algoritmos matematicos, por ejemplo,
pero no se limitan a, utilizar programacién cuadratica, regresiéon lineal/no lineal, algoritmo de maximizacién de
expectativas (EM), algoritmo de maxima verosimilitud, estimacién maxima a posteriori y método de minimos
cuadrados.

Como se muestra en la FIG. 59, observamos que la contribucién del ADN placentario al plasma materno de mujeres
embarazadas que llevan fetos masculinos, utilizando el método de mapeo de tejido del ADN plasmatico presente en
la FIG. 58, estaba bien correlacionado con las fracciones de ADN fetal que se estimaron mediante lecturas del
cromosoma Y. Este resultado sugirié la viabilidad de utilizar la cinética para rastrear los tejidos de origen del ADN
plasmético en mujeres embarazadas.

3. Cuantificacién del nivel de metilacidn regional.

Esta seccion describe técnicas para determinar un nivel representativo de metilacién para regiones gendmicas
seleccionadas, que se puede realizar utilizando un nivel relativamente bajo de secuenciacién. Los niveles de metilacién
se pueden determinar en una base por hebra o por molécula, o por regién, utilizando el nimero de sitios metilados y
un numero total de sitios metilados. También se analizan los niveles de metilacién de varios tejidos.

Secuenciamos 11 muestras de ADN de tejido humano hasta una mediana de 30.7 millones de sublecturas (rango: 9.1
— 88.6 millones) por muestra que se podrian alinear con un genoma de referencia humano (hg19). Las sublecturas de
cada muestra se generaron a partir de una mediana de 3.8 millones de pocillos de Secuenciacion en Tiempo Real de
Molécula Unica (SMRT) de Pacific Biosciences (rango: 1.1 — 11.5 millones), cada uno de los cuales contenia al menos
una sublectura que se podria alinear con un genoma humano de referencia. En promedio, cada molécula en un pocillo
de SMRT se secuencid un promedio de 9.9 veces (rango: 6.5 — 13.4 veces). Las muestras de ADN de tejido humano
incluyeron 1 muestra de capa leucocitaria materna de una mujer embarazada, 1 muestra de placenta, 2 tejidos
tumorales de carcinoma hepatocelular (HCC), 2 tejidos no tumorales adyacentes emparejados con los 2 tejidos de
HCC mencionados anteriormente, 4 muestras de capa leucocitaria de sujetos de control sanos (M1 y M2 eran de
sujetos masculinos; F1y F2 eran de sujetos femeninos), 1 estirpe celular HCC (HepG2). Los detalles del resumen de
datos de secuenciacién se muestran en la FIG. 60.

La FIG. 60 muestra los diferentes grupos de tejidos en la primera columna y los nombres de las muestras en la segunda
columna. “Sublecturas totales” indica el nimero total de secuencias generadas a partir de pocillos de SMRT, que
incluyen las de las hebras de Watson y Crick. Las “sublecturas mapeadas” enumeran el nimero de sublecturas que
se podrian alinear con un genoma de referencia humano. La “mapeabilidad de sublecturas” se refiere a la proporcién
de sublecturas que se podrian alinear con un genoma de referencia humano. La “profundidad media de sublecturas
por pocillo de SMRT” indica el nUmero medio de sublecturas generadas a partir de cada pocillo de SMRT. “Numero de
pocillos de SMRT” se refiere al nimero de pocillos de SMRT que produjeron sublecturas detectables. “Pocillos
mapeables” indica el nimero de pocillos que contienen al menos una sublectura alineable. “Tasa de pocillos mapeables
(%)” es el porcentaje de pocillos que contenian al menos una sublectura alineable.

a) Técnicas de anélisis de patrones y niveles de metilacién.

36



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2985191 T3

Describimos cémo se puede medir la densidad de metilaciéon de una Unica hebra de acido nucleico (por ejemplo, ADN
o ARN), que se define como el nimero de bases metiladas dentro de la hebra dividido por el nimero total de bases
metilables dentro de esa hebra. Esta medicion también se denomina “nivel de metilacion de hebra sencilla”. Esta
medicién de una sola hebra es particularmente factible en el contexto de la divulgacién actual porque la plataforma de
secuenciacidn en tiempo real de Unica molécula puede obtener informacidén de secuenciacién de cada una de las dos
hebras de una molécula de ADN de hebra doble. Esto se facilita con el uso de adaptadores de horquilla en la
preparacién de las bibliotecas de secuenciacidén de tal manera que las hebras de Watson y Crick de una molécula de
ADN de hebra doble se conecten en un formato circular y se secuencian juntas. De hecho, esta estructura también
permite secuenciar las hebras de Watson y Crick asociadas de la misma molécula de ADN de hebra doble en la misma
reaccién, de tal manera que el estado de metilacion de los sitios complementarios correspondientes en las hebras de
Watson y Crick de cualesquier moléculas de ADN de hebra doble se podrian determinar individualmente y comparar
directamente (por ejemplo, las FIG. 20Ay 20B).

Estos analisis de metilacién basados en hebras no podrian lograrse facilmente con otras tecnologias. Debido a que
sin el uso del método de analisis de metilacién directa como se divulga en esta solicitud, seria necesario aplicar otros
medios para diferenciar las bases metiladas de las no metiladas, por ejemplo, mediante conversiéon de bisulfito. La
conversiéon con bisulfito requiere que el ADN se trate con bisulfito de sodio para que las citosinas metiladas y las
citosinas no metiladas puedan distinguirse como citosinas y timinas, respectivamente. Bajo las condiciones
desnaturalizantes de muchos protocolos de conversién de bisulfito, las dos hebras de una molécula de ADN de hebra
doble se disocian entre si. En muchas aplicaciones de secuenciacion, utilizando, por ejemplo, la plataforma lllumina,
el ADN convertido con bisulfito se amplifica mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), que implica la
disociacién del ADN de hebra doble en hebras simples.

Con la secuenciacién de lllumina, se pueden preparar bibliotecas de secuenciacién sin PCR utilizando adaptadores
metilados antes de la conversion con bisulfito. Incluso con el uso de esta estrategia, cada hebra de ADN de una
molécula de ADN de hebra doble se elegiria aleatoriamente para la amplificacién del puente en la celda de flujo. Debido
a la naturaleza aleatoria de la secuenciacion, es poco probable que cada hebra de la misma molécula de ADN se
secuencia en la misma reaccién. Incluso si se analiza més de una secuencia leida del mismo locus en la misma
ejecucidn, no hay manera facil de determinar si las dos lecturas son de cada una de las hebras de Watson y Crick
asociadas de una molécula de ADN de hebra doble o son de dos diferentes moléculas de ADN de hebra doble. Dichas
consideraciones son importantes porque describimos cémo las dos hebras de una molécula de ADN de hebra doble
pueden exhibir diferentes patrones de metilacién. Cuando se miden las densidades de metilacién de una sola hebra
de multiples hebras de &cido nucleico (por ejemplo, ADN o ARN), también se puede determinar un “nivel de metilacién
de multiples hebras” en base a los conceptos y la ecuacidn con respecto al “nivel de metilacién de una regién genémica
de interés” en la FIG. 61.

La FIG. 61 muestra varias formas de analizar patrones de metilacién. Una molécula de ADN de hebra doble (X) con
secuencia e informacién de metilacién desconocidas se liga con adaptadores, lo que forma, en un ejemplo, una
estructura en forma de horquilla. Como resultado, las dos Unicas hebras de la molécula de ADN, que incluyen las
hebras de Watson X(a) y Crick X(b), estan fisicamente asociadas entre si en forma circular en este ejemplo. Los
estados de metilacion de los sitios en las hebras de Watson y Crick se pueden obtener utilizando métodos descritos
en esta divulgacidn (por ejemplo, utilizando sefiales cinéticas, electrénicas, electromagnéticas, dpticas u otro tipo de
sefiales fisicas del secuenciador). Las hebras de Watson y Crick en la molécula de ADN circularizada se pueden
interrogar en la misma reaccién. Después de la secuenciacion, se recortan las secuencias adaptadoras.

Se pueden determinar diferentes niveles de metilacién a partir del anélisis. En (l) de la FIG. 61, se puede analizar el
patréon de metilacién de s6lo una molécula de hebra sencilla, como X(a) o X(b). Este anélisis se puede denominar
analisis del patrén de metilacién de hebra sencilla. El andlisis puede incluir, pero no se limitan a, determinar el estado
de metilacién de los sitios o el patrén de metilacion. En la Fig. 61, la molécula de hebra sencilla X(a) muestra un patrén
de metilacion 5-UMMUU-3’ en el que “U” indica un sitio no metilado y “M” indica un sitio metilado mientras que la
molécula de hebra sencilla complementaria X(b) muestra una metilacién. patrén 3-UMUUU-5. Por tanto, X(b) tiene
un patrén de metilacién diferente al de X(a). Los niveles correspondientes de metilacién de hebra sencilla de X(a) y
X(b) son 40 % y 20 %, respectivamente.

Por el contrario, como se muestra en (ll), se pueden analizar los patrones de metilacién en un nivel de molécula de
ADN de hebra doble Unico (es decir, tener en cuenta los patrones de metilacién de las hebras de Watson y Crick. Este
anélisis se puede denominar como un andlisis del patrén de metilacién del ADN de hebra doble de una unica molécula.
El nivel de metilacién de una Unica molécula y hebra doble del ADN de esta molécula ejemplar X es del 30 %. Una
variante de este analisis, las sefiales cinéticas de las hebras de Watson y Crick serian combinados para analizar la
metilacién. En particular, como la metilacidén en los sitios CpG es generalmente simétrica, las sefiales cinéticas de las
hebras de Watson y Crick se podrian combinar para un sitio antes de determinar los estados de metilacion de los
sitios. En algunas situaciones, el rendimiento de la determinacién de metilaciones utilizando sefiales cinéticas
combinadas de las hebras de Watson y Crick de una molécula seria superior a una que utiliza independientemente
sefiales cinéticas de Unica hebra. Por ejemplo, como se muestra en la FIG. 20B, el uso combinado de sefiales cinéticas
de ambas hebras, que incluyen las hebras de Watson y Crick, daria lugar a un AUC mayor (0.90) en un conjunto de
datos de prueba en comparacién con el uso independiente de una Unica hebra (AUC: 0.85).
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En (lll) de la FIG. 61, se determina el nivel de metilacién de una regién gendémica de interés, donde diferentes
moléculas de ADN, que llevan diferentes tamafios moleculares y diferente nimero de sitios metilables (por ejemplo,
sitios CpG), pueden contribuir a la regién gendmica de interés. Este analisis se puede denominar analisis del nivel de
metilacién de mdltiples hebras. El término “hebra multiple” se puede referir a multiples moléculas de ADN de hebra
sencilla, o multiples moléculas de ADN de hebra doble, o cualquier combinacién de las mismas. En este ejemplo, hay
tres moléculas de ADN de hebra doble que cubren una regién genémica de interés: las moléculas “X”, “Y” y “Z”, cada
una tiene hebras “a@” y “b”. El nivel de metilaciéon correspondiente de esta regidn es 9/28, es decir, 32 %. El tamafio de
la regién gendmica que se va a analizar puede tener un tamafio de 1 nt, 10 nt, 20 nt, 30 nt, 40 nt, 50 nt, 100 nt, 1 knt
(kilonucleétidos, es decir, mil nucleétidos), 2 knt, 3 knt, 4 knt, 5 knt, 10 knt, 20 knt, 30 knt, 40 knt, 50 knt, 100 knt, 200
knt, 300 knt, 400 knt, 500 knt, 1 Mnt (meganucleétidos, es decir, 1 millén de nucledtidos), 2 Mnt, 3 Mnt, 4 Mnt, 5 Mnt,
10 Mnt, 20 Mnt, 30 Mnt, 40 Mnt, 50 Mnt, 100 Mnt, o0 200 Mnt. La regién genémica puede ser un brazo cromosdmico o
el genoma completo.

También se puede determinar un patrén de metilaciéon después de determinar los estados de metilacidén para sitios en
una molécula. Por ejemplo, en un escenario donde hay tres sitios CpG secuenciales en una Unica molécula de ADN
de hebra doble, el patron de metilacién en cada una de las hebras de Watson y Crick se puede divulgar como metilado
(M), no metilado (N) y metilado (M) para los tres sitios. Este patron, MNM, por ejemplo, para la hebra de Watson, se
puede denominar “haplotipo de metilacién” para la hebra de Watson para esta regiéon. Debido a la presencia de
actividad de mantenimiento de la metilacién del ADN, el patrén de metilacién de las hebras de Watson y Crick de una
molécula de ADN de hebra doble puede ser complementario entre si. Por ejemplo, si un sitio CpG esta metilado en la
hebra de Watson, el sitio CpG complementario en la hebra de Crick también puede estar metilado. De manera similar,
un sitio CpG no metilado en la hebra de Watson puede ser complementario de un sitio CpG no metilado en la hebra
de Crick.

Se puede medir el nivel de metilacién de una Unica molécula de ADN, que se define como el nimero de bases o
nucleétidos metilados dentro de la molécula dividido por el niUmero total de bases o nucleétidos metilables dentro de
esa molécula. Esta medicion también se denomina “nivel de metilacién de Gnica molécula”. Esta medicién de Unica
molécula puede ser particularmente (til en el contexto de la divulgacidén actual debido a la larga longitud de lectura
posible con la plataforma de secuenciacién en tiempo real de Unica molécula. Cuando se miden los niveles de
metilacién de Unica molécula de multiples moléculas de ADN, también se puede determinar un “nivel de metilacién de
multiples moléculas” en base a los conceptos y la ecuacion de la FIG. 61. Por ejemplo, el “nivel de metilacién de
multiples moléculas” puede ser una media o una mediana de los niveles de metilaciéon de Unica molécula.

También describimos cémo uno o mas polimorfismos genéticos (por ejemplo, polimorfismos de un solo nucleétido
(SNP)) se pueden analizar en la molécula de ADN junto con el estado de metilacién de un sitio en la molécula,
revelando de esta manera informacién tanto genética como epigenética de esa molécula. Dicho analisis revelaria el
“haplotipo de metilacién en fases” para la molécula de ADN analizada. El analisis de haplotipos de metilacién en fases
es Util, por ejemplo, en el estudio de la impronta genémica y los acidos nucleicos libres de células en el plasma materno
(que contiene una mezcla de moléculas de ADN libres de células que llevan firmas genéticas y epigenéticas maternas
y fetales).

b) Comparacién de los resultados de la metilacién.

Las densidades de metilacién a nivel de genoma completo de los tejidos en la tabla en la FIG. 60 se determinan
utilizando secuenciacién con bisulfito y utilizando secuenciacién en tiempo real de Unica molécula como se describe
en esta divulgacién. Con fines ilustrativos, la FIG. 62A muestra la densidad de metilacién cuantificada mediante
secuenciacidn con bisulfito en el eje y y el tipo de tejido en el eje x. La FIG. 62B muestra la densidad de metilacién
cuantificada por secuenciacién en tiempo real de molécula Unica, como se describe en esta divulgacién en el ejey y
el tipo de tejido en el eje x.

La FIG. 62A muestra las densidades de metilacién en diferentes tejidos utilizando secuenciacién con bisulfito (es decir,
las muestras se convirtieron con bisulfito y luego se sometieron a secuenciacién de lllumina) (Lister et al. Nature.
2009;462:315-322), que incluye HepG2, tejidos tumorales de HCC, tejidos de higado normales compatibles
adyacentes al tumor HCC (es decir, tejidos normales adyacentes), tejido placentario y muestras de capa leucocitaria.
HepG2 exhibié el nivel de metilacién més bajo, con un nivel de metilacion del 40.4 %. Las muestras de capa
leucocitaria exhibieron el nivel de metilacién mas alto, con un nivel de metilacién del 76.5 %. Se encontré que la
densidad de metilacién media de los tejidos tumorales de HCC (51.2 %) era menor que la de los tejidos normales
adyacentes compatibles (71.0 %). Esto es consistente con la expectativa de que los tumores de HCC estén
hipometilados a nivel de todo el genoma en comparacién con los tejidos normales adyacentes (Ross et al
Epigenomics. 2010;2:245-69). El conjunto de datos se generé a partir de ADN preparado con el Kit de Secuenciacion
Sequel 11 1.0.

Se sometieron porciones de los mismos tejidos a anélisis de metilacién utilizando una secuenciacién en tiempo real
de Unica molécula y los métodos de acuerdo con esta divulgacién. Los resultados se muestran en la FIG. 62B. El
analisis de metilacidn utilizando los métodos de secuenciacidén en tiempo real de tnica molécula de esta divulgacién
pudo mostrar que la estirpe celular HepG2 era la més hipometilada, seguida por el tejido tumoral de HCC analizado y
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luego seguido por el tejido placentario. La muestra de tejido hepético no tumoral adyacente estaba méas metilada que
los otros tejidos, que incluyen el HCC y los tejidos placentarios, siendo la capa leucocitaria la mas hipermetilada.

Las FIG. 63A, 63B y 63C muestran la correlaciéon de los niveles de metilacion generales cuantificados mediante
secuenciacién con bisulfito y secuenciacién en tiempo real de Unica molécula de acuerdo con los métodos descritos
en el presente documento. La FIG. 63A muestra el nivel de metilacién cuantificado mediante secuenciacién con
bisulfito en el eje x y el nivel de metilacion cuantificado mediante secuenciacién en tiempo real de Unica molécula
utilizando los métodos descritos en el presente documento en el eje y. La linea negra continua es una linea de regresion
ajustada. La linea discontinua es donde las dos medidas son iguales.

Hubo una correlacién muy alta de los niveles de metilacién entre la secuenciacidén con bisulfito y la secuenciacién en
tiempo real de Unica molécula de acuerdo con la invencién divulgada en el presente documento (r = 0.99; valor de P
< 0.0001). Estos datos indicaron que el anélisis de metilacién utilizando los métodos de secuenciacién en tiempo real
de molécula Unica divulgados en la presente fueron medios eficaces para determinar los niveles de metilacién entre
tejidos y permitieron la comparacidn de los estados y perfiles de metilacién entre estos tejidos. Para dos medidas de
niveles de metilacién, observamos que la pendiente de la linea de regresién en la FIG. 63A se desvié de uno. Estos
resultados sugirieron que existe una desviacién entre las dos mediciones (en algun contexto, esta desviacién se puede
denominar sesgo) que podria estar presente en la determinacién de los niveles de metilacién utilizando secuenciacién
en tiempo real de Unica molécula de acuerdo con la divulgacién en comparacién con la Secuenciacién convencional
masivamente paralela con bisulfito.

Describimos cémo podriamos cuantificar el sesgo utilizando regresién lineal o LOESS (suavizacién ponderada
localmente). Como un ejemplo, si consideraramos la secuenciaciéon masiva de bisulfito paralela (lllumina) como una
referencia, los resultados determinados por la secuenciacién en tiempo real de Unica molécula de acuerdo con la
divulgacidén se podrian transformar utilizando los coeficientes de regresion, conciliando de esta manera las lecturas
entre diferentes plataformas. En la Fig. 63A, la férmula de regresién lineal era Y=aX+b, donde “Y” representaba los
niveles de metilaciéon determinados por secuenciacién en tiempo real de Unica molécula de acuerdo con la divulgacién;
“X” representd los niveles de metilacién determinados mediante secuenciacién con bisulfito; “a” representaba la
pendiente de la linea de regresién (por ejemplo, a= 0.62); “b” representaba la interseccion en el eje y (por ejemplo, b=
17.72). En esta situacién, los valores de metilacién reconciliados determinados por una secuenciacién en tiempo real
de Unica molécula se calcularian mediante (Y-b)/a. Alternativamente, se podria utilizar la relaciéon de la desviacién
entre dos mediciones (AM) y el promedio correspondiente de las dos mediciones (M), que se definieron mediante las
férmulas (1) y (2) a continuacién:

AM = S — Metilacion basada en bisulfito, (1)

iF S+ Metilacién basada en bisulfito
M= > 2 (2)

donde “S” representa el nivel de metilacién determinado por una secuenciacién en tiempo real de Unica molécula como
se describié anteriormente y “Metilacion basada en bisulfito” representa el nivel de metilacién determinado por
secuenciacion con bisulfito.

Con fines ilustrativos, la FIG. 63B muestra la relacién entre AM y M. El promedio de las dos mediciones (M) se grafica
en el eje x, y la desviacién entre las dos mediciones (AM) se grafica en el eje y. La linea discontinua representa una
linea horizontal que cruza el cero en la que un punto de datos sugiere que no hay diferencia entre dos mediciones.
Estos resultados sugirieron que la desviacidén varié dependiendo de los valores promediados. Cuanto mayor sea el
promedio de las dos mediciones, mayor serd la magnitud de la desviacion. La mediana de los valores de AM fue -
8.5 % (rango: -12.6 % a +2.5 %), lo que sugiere que existia discrepancia entre los métodos.

La FIG. 63C muestra el promedio de las dos mediciones (M) en el eje x y la desviacion relativa (RD) en el eje y. La
desviacion relativa se define mediante la siguiente férmula:

RD = =2 X 100%, (3).

La linea discontinua representa una linea horizontal que cruza el cero en la que un punto de datos sugiere que no hay
diferencia entre dos mediciones. Estos resultados sugirieron que la desviacién relativa varié dependiendo de los
valores promediados. Cuanto mayor sea el promedio de las dos medidas, mayor sera la magnitud de la derivacion
relativa. La mediana de los valores de RD fue -12.5 % (rango: -18.1 % a +6.0 %).

Se informé que la secuenciacidén convencional con bisulfito del genoma completo (Illumina) introdujo una produccién
de secuencia sesgada significativa y sobrestimé la metilacién global, con variaciones sustanciales en la cuantificacién
de los niveles de metilacién entre métodos en regiones gendmicas especificas (Olova et al. Genome Biol. 2018;19:33).
Los métodos divulgados en el presente documento se pueden realizar sin conversién de bisulfito que degradaria
drasticamente el ADN y se pueden realizar sin amplificacién por PCR que puede complicar el proceso o puede
introducir errores adicionales en la determinacién de los niveles de metilacién.
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Con fines ilustrativos, las FIG. 64A y 64B muestran patrones de metilacién con una resoluciéon de 1 Mb. La FIG. 64A
muestra el patrén de metilacién para una estirpe celular HCC (HepG2). La FIG. 64B muestra el patrén de metilacion
para una muestra de capa leucocitaria de un sujeto de control sano. Los ideogramas de los cromosomas (anillo méas
externo en cada figura) estan organizados desde pter hasta gter en el sentido de las agujas del reloj. El segundo anillo
desde el exterior (también descrito como un anillo medio) muestra los niveles de metilacién determinados mediante
secuenciacién con bisulfito. El anillo mas interno muestra los niveles de metilacion determinados por una
secuenciacién en tiempo real de Unica molécula de acuerdo con la divulgacidn. Los niveles de metilacidn se clasifican
en 5 grados, a saber, 0-20 % (verde claro), 20-40 % (verde), 40-60 % (azul), 60-80 % (rojo claro) y 80-100 %. (rojo).
Como se muestra en las FIG. 64Ay 64B, los perfiles de metilacién con una resolucién de 1 Mb fueron consistentes
entre la secuenciacion con bisulfito (pista intermedia) y la secuenciacién en tiempo real de Gnica molécula (pista mas
interna) de acuerdo con la presente divulgacién. Se mostré que el nivel de metilacién de la muestra de capa leucocitaria
materna era mayor que el de la estirpe celular HCC (HepG2).

Con fines ilustrativos, la FIG. 65A y 65B muestran diagramas de dispersion de los niveles de metilacién medidos con
una resolucién de 1 Mb. La FIG. 65A muestra los niveles de metilacién para la estirpe celular HCC (HepG2). La FIG.
65B muestra los niveles de metilacién para una muestra de capa leucocitaria de un sujeto de control sano. Para ambas
FIG. 85Ay FIG. 65B, los niveles de metilacién cuantificados mediante secuenciacién con bisulfito estan en el eje x, y
los niveles de metilacién medidos mediante secuenciacién en tiempo real de Unica molécula de acuerdo con la
presente divulgacién estan en el eje y. La linea continua es una linea de regresién ajustada. La linea discontinua es
donde las dos técnicas de medicién son iguales. Para la estirpe celular HCC, el nivel de metilacién determinado
mediante secuenciacién en tiempo real de Unica molécula con una resolucién de 1 Mb se correlaciond bien con el
medido mediante secuenciacién con bisulfito (r = 0.99; P < 0.0001) (Figura 65A). También se observé correlacién para
los datos de la muestra de capa leucocitaria (r = 0.87, P <0.0001) (FIG. 65B).

Con fines ilustrativos, las FIG. 66Ay 66B muestran diagramas de dispersién de los niveles de metilacién medidos con
una resolucién de 100 kb. La FIG. B6A muestra los niveles de metilacién para la estirpe celular HCC (HepG2). La FIG.
66B muestra los niveles de metilacién para una muestra de capa leucocitaria de un sujeto de control sano. Para ambas
FIG. 66Ay FIG. 66, los niveles de metilacién cuantificados mediante secuenciacién con bisulfito estan en el eje x, y
los niveles de metilacién medidos mediante secuenciacién en tiempo real de Unica molécula de acuerdo con la
presente divulgacion estan en el eje y. La linea continua es una linea de regresién ajustada. La linea discontinua es
donde las dos técnicas de medicién son iguales. El alto grado de correlacién entre las mediciones cuantitativas de
metilacién entre los dos métodos con una resolucién de 1 Mb (o 1 Mnt) también se observé cuando la resolucién del
analisis aumentd a cada ventana de 100 kb (o 100 knt). Todos estos datos indican que el enfoque en tiempo real de
Unica molécula de esta divulgaciéon es una herramienta eficaz para cuantificar los niveles de metilacién o las
densidades de metilacion dentro de regiones gendémicas, que varian en diferentes grados de resolucién, por ejemplo
a1 Mb(o1Mnt). oa100 kb (o 100 knt). Los datos también indican que el presente método descrito en el presente
documento es una herramienta eficaz para evaluar los perfiles de metilacién o los patrones de metilacién entre
regiones o entre muestras.

Con fines ilustrativos, la FIG. 67A y 67B muestran patrones de metilaciéon con una resolucién de 1 Mb. La FIG. 67A
muestra el patrén de metilacién para un tejido tumoral de HCC (TBR3033T). La FIG. 67B muestra el patrén de
metilacion para tejido normal adyacente (TBR3033N). Los ideogramas de los cromosomas (anillo mas externo en cada
figura) estan organizados desde pter hasta gter en el sentido de las agujas del reloj. El segundo anillo desde el exterior
(también descrito como un anillo medio) muestra los niveles de metilacion determinados mediante secuenciacién con
bisulfito. El anillo mas interno muestra los niveles de metilacién determinados por una secuenciacién en tiempo real
de Unica molécula de acuerdo con la divulgacién. Los niveles de metilacién se clasifican en 5 grados, a saber, 0-20 %
(verde claro), 20-40 % (verde), 40-60 % (azul), 60-80 % (rojo claro) y 80-100 %. (rojo). Como se muestra en la FIG.
67A, pudimos detectar la hipometilacién en el ADN del tejido tumoral del HCC (TBR3033T), que se podria diferenciar
del ADN del tejido hepético normal adyacente (TBR3033N) en la FIG. 67B. Los niveles y patrones de metilacién
determinados mediante secuenciacién con bisulfito (pista intermedia) y secuenciacién en tiempo real de Unica
molécula (pista mas interna) de acuerdo con la divulgacion fueron consistentes. Se mostré que el nivel de metilacion
del ADN del tejido normal adyacente es mayor que el del ADN del tejido tumoral del HCC.

Con fines ilustrativos, las FIG. 68Ay 68B muestran diagramas de dispersién de los niveles de metilacién medidos con
una resoluciéon de 1 Mb. La FIG. 68A muestra los niveles de metilacién para el tejido tumoral HCC (TBR3033T). La
FIG. 68B muestra los niveles de metilacién para el tejido normal adyacente. Para ambas FIG. 68A y FIG. 68B, los
niveles de metilacién cuantificados mediante secuenciacién con bisulfito estan en el eje x, y los niveles de metilacién
medidos mediante secuenciacion en tiempo real de Unica molécula de acuerdo con la presente divulgacién estan en
el eje y. La linea continua es una linea de regresion ajustada. La linea discontinua es donde las dos técnicas de
medicién son iguales. Para el ADN del tejido tumoral de HCC, el nivel de metilacién medido mediante secuenciacion
en tiempo real de Unica molécula con una resolucién de 1 Mb se correlacioné bien con el determinado mediante
secuenciacidén con bisulfito (r = 0.96; valor de P < 0.0001) (Figura 68A). Los datos de la muestra de tejido hepatico
normal adyacente también se correlacionaron (r = 0.83, valor de P < 0.0001) (FIG. 68B).

Con fines ilustrativos, las FIG. 69Ay 69B muestran diagramas de dispersién de los niveles de metilacién medidos con
una resolucién de 100 kb. La FIG. 69A muestra los niveles de metilacién para el tejido tumoral HCC (TBR3033T). La
FIG. 69B muestra niveles de metilacién para tejido normal adyacente (TBR3033N). Para ambas FIG. 69Ay FIG. 69B,
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los niveles de metilacion cuantificados mediante secuenciacién con bisulfito estdn en el eje x, y los niveles de
metilacion medidos mediante secuenciacion en tiempo real de Unica molécula de acuerdo con la presente divulgacion
estan en el eje y. La linea continua es una linea de regresidn ajustada. La linea discontinua es donde las dos técnicas
de medicién son iguales. También se observé un grado tan alto de correlacién de los datos cuantitativos de metilacién
entre los dos métodos con una resolucion de 1 Mb cuando la medicién de los niveles de metilacidn se realizé con una
resolucién mas alta, por ejemplo, en ventanas de 100 kb.

Con fines ilustrativos, las FIG. 70A y 70B muestran patrones de metilacién con una resolucién de 1 Mb para otros
tejidos tumorales y tejidos normales. La FIG. 70A muestra el patron de metilaciéon para un tejido tumoral de HCC
(TBR3032T). La FIG. 70B muestra el patron de metilacién para tejido normal adyacente (TBR3032N). Los ideogramas
de los cromosomas (anillo més externo en cada figura) estan organizados desde pter hasta qter en el sentido de las
agujas del reloj. El segundo anillo desde el exterior (también descrito como un anillo medio) muestra los niveles de
metilacién determinados mediante secuenciacién con bisulfito. El anillo més interno muestra los niveles de metilacidén
determinados por una secuenciacién en tiempo real de Unica molécula de acuerdo con la divulgacién. Los niveles de
metilacién se clasifican en 5 grados, a saber, 0-20 % (verde claro), 20-40 % (verde), 40-60 % (azul), 60-80 % (rojo
claro) y 80-100 %. (rojo). Como se muestra en la FIG. 70A, pudimos detectar la hipometilacién en el ADN del tejido
tumoral del HCC (TBR3032T), que se podria diferenciar del ADN del tejido hepatico normal adyacente (TBR3032N)
en la FIG. 70B. Los niveles y patrones de metilacién determinados mediante secuenciacién con bisulfito (pista
intermedia) y secuenciacién en tiempo real de Unica molécula utilizando la presente invencidn (pista mas interna)
fueron consistentes. Se mostré que el nivel de metilacién del ADN del tejido normal adyacente es mayor que el del
ADN del tejido tumoral del HCC.

Con fines ilustrativos, la FIG. 71Ay 71B muestran diagramas de dispersion de los niveles de metilacién medidos con
una resoluciéon de 1 Mb. La FIG. 71A muestra los niveles de metilacién para el tejido tumoral HCC (TBR3032T). La
FIG. 71B muestra los niveles de metilacién para el tejido normal adyacente. Para ambas FIG. 71Ay FIG. 71B, los
niveles de metilacién cuantificados mediante secuenciacién con bisulfito estan en el eje x, y los niveles de metilacion
medidos mediante secuenciacién en tiempo real de Unica molécula de acuerdo con la presente divulgacién estan en
el eje y. La linea continua es una linea de regresion ajustada. La linea discontinua es donde las dos técnicas de
medicién son iguales. Para el ADN del tejido tumoral de HCC, el nivel de metilacién medido mediante secuenciacion
en tiempo real de Unica molécula con una resolucién de 1 Mb se correlacioné bien con el determinado mediante
secuenciacidén con bisulfito (r = 0.98; P < 0.0001) (Figura 71A). Los datos de la muestra de tejido hepatico normal
adyacente también se correlacionaron (r = 0.87, P < 0.0001) (FIG. 71B).

Con fines ilustrativos, las FIG. 72Ay 72B muestran diagramas de dispersién de los niveles de metilacién medidos con
una resolucién de 100 kb. La FIG. 72A muestra los niveles de metilacién para el tejido tumoral HCC (TBR3032T). La
FIG. 72B muestra niveles de metilacién para tejido normal adyacente (TBR3032N). Para ambas FIG. 72Ay FIG. 72B,
los niveles de metilacion cuantificados mediante secuenciacién con bisulfito estdn en el eje x, y los niveles de
metilacién medidos mediante secuenciacién en tiempo real de Unica molécula de acuerdo con la presente divulgacion
estan en el eje y. La linea continua es una linea de regresion ajustada. La linea discontinua es donde las dos técnicas
de medicién son iguales. También se observé un grado tan alto de correlacién de los datos cuantitativos de metilacién
entre los dos métodos con una resolucién de 1 Mb cuando la medicién de los niveles de metilacidn se realizé con una
resolucién mas alta, por ejemplo, en ventanas de 100 kb.

4. Regiones de metilacién diferencial entre el tumor y los tejidos normales adyacentes.

Las aberraciones metildmicas se encuentran a menudo en regiones de genomas de cancer. Un ejemplo de dichas
aberraciones es la hipometilacién e hipermetilacién de regiones genémicas seleccionadas (Cadieux et al. Cancer Res.
2006;66:8469-76; Graff et al. Cancer Res. 1995;55:5195-9; Costello et al. Nat Genet.2000;24:132-8). Otro ejemplo es
el patrén aberrante de bases metiladas y no metiladas en regiones genémicas seleccionadas. Esta seccién muestra
que las técnicas para determinar la metilacién se pueden utilizar para realizar anélisis y diagnésticos cuantitativos en
el analisis de tumores.

La FIG. 73 muestra un ejemplo del patrén aberrante de metilaciéon cerca del gen supresor de tumores CDKN2A. Las
coordenadas resaltadas en azul y subrayadas indican islas CpG. Los puntos rellenos negros indican sitios metilados.
Los puntos sin relleno indican sitios no metilados. Los nimeros entre paréntesis a la derecha de cada linea horizontal
con puntos indican el tamafio del fragmento, la densidad de metilacién molecular tnica y el nimero de sitios CpG. Por
ejemplo, (3.3 kb, MD: 17.9 %, CG:39) significa que el tamafio de este fragmento es 3.3 kb, el nivel de metilacién de
este fragmento es 17.9 % y el nimero de sitios CpG es 39. MD representa la densidad de metilacién.

Como se muestra en la FIG. 73, el gen CDKN2A (inhibidor de la quinasa dependiente de ciclina 2A) codifica dos
proteinas, que incluyen INK4A (p16) y ARF (p14), que actllan como supresores de tumores. Habia dos moléculas
(molécula 7301 y molécula 7302) que cubrian la regién que se superponia al gen CDKN2A en el tejido no tumoral
adyacente al tejido tumoral. Se mostré que los niveles de metilacién de la molécula de ADN de hebra doble Unica para
la molécula 7301 y la molécula 7302 eran del 17.9 % y el 7.6 %, respectivamente. Por el contrario, se encontré que el
nivel de metilacién de la molécula de ADN de hebra doble simple para la molécula 7303 presente en el tejido tumoral
era del 93.9 %, que era mucho mas alto que el de las moléculas presentes en los tejidos no tumorales adyacentes
emparejados. Por otro lado, también se podria calcular el nivel de metilacién de multiples hebras utilizando las
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moléculas 7301 y 7302 presentes en el tejido no tumoral adyacente al tejido tumoral. Como resultado, el nivel de
metilacion de multiples hebras fue del 9.7 %, inferior al del tejido tumoral (93.9 %). Los diferentes niveles de metilacién
sugieren que se podria utilizar el nivel de metilacién de Unica molécula de hebra doble y/o el nivel de metilacién de
multiples hebras para detectar o controlar enfermedades tales como el cancer.

Las FIG. 74Ay FIG. 74B muestran regiones de metilacién diferencial detectadas por secuenciacién en tiempo real de
Unica molécula de acuerdo con realizaciones de la presente invencién. La FIG. 74A muestra hipometilacién en el
genoma del cancer. La FIG. 74B muestra hipermetilacién en el genoma del cancer. El eje x indica las coordenadas de
los sitios CpG. Las coordenadas resaltadas en azul y subrayadas indican islas CpG. Los puntos rellenos negros indican
sitios metilados. Los puntos sin relleno indican sitios no metilados. Los nimeros entre paréntesis a la derecha de cada
linea horizontal con puntos indican el tamafio del fragmento, la densidad de metilacién a nivel de fragmento y el nimero
de sitios CpG. Por ejemplo, (3.1 kb, MD: 88.9 %, CG: 180) significa que el tamafio de este fragmento es 3.1 kb, la
densidad de metilacién de este fragmento es 88.9 % y el nimero de sitios CpG es 180.

La FIG. 74A muestra una regién cercana al gen GNAS que muestra més fragmentos hipometilados en el tejido tumoral
de HCC en comparacién con el tejido hepatico normal adyacente. La FIG. 74B muestra una regién cercana al gen
ESR1 que exhibe un fragmento hipermetilado en el tejido de HCC, pero un fragmento de ADN del tejido no tumoral
adyacente emparejado que se alinea con la regién correspondiente mostré en su lugar hipometilacién. Como se
muestra en la FIG. 74B, los perfiles de metilaciéon o los haplotipos de metilacion de moléculas de ADN individuales
fueron adecuados para revelar el estado de metilacién aberrante de esas regiones gendémicas, a saber, GNAS y ESR1,
cuando se comparan muestras cancerosas con muestras no cancerosas.

Estos datos indican que el analisis de metilacién de secuenciacién en tiempo real de tnica molécula divulgado en el
presente documento podria determinar el estado de metilacién en cada sitio CpG (ya sea metilado o no metilado) en
fragmentos de ADN individuales. La longitud de lectura de la secuenciacién en tiempo real de Gnica molécula es mucho
méas larga (del orden de kilobases de longitud) que la de la secuenciacién de lllumina, que normalmente podria abarcar
entre 100-300 nt de longitud por lectura (De Maio et al. Micob Genom. 2019; 5(9)). Combinando la propiedad de
longitud de lectura larga de una secuenciacion en tiempo real de Unica molécula con el método de analisis de
metilacién que hemos divulgado en la presente, se podria determinar facilmente el haplotipo de metilacién de multiples
sitios CpG que estan presentes a lo largo de cualquier molécula de ADN. El perfil de metilacidn se refiere al estado de
metilacién de los sitios CpG desde una coordenada del genoma a otra coordenada dentro de un tramo contiguo de
ADN (por ejemplo, en el mismo cromosoma, o dentro de un pladsmido bacteriano, o dentro de un Unico tramo de ADN
en un genoma de virus).

Debido a que la secuenciacién en tiempo real de Unica molécula analiza cada molécula de ADN individualmente sin
necesidad de amplificacién previa, el perfil de metilacién determinado para cualquier molécula de ADN individual es
de hecho un haplotipo de metilacién, es decir, el estado de metilacién de los sitios CpG de un extremo a otro extremo
de la misma molécula de ADN. Si se secuencian una 0 més moléculas de la misma regién genémica, el % de metilacién
(a saber, nivel de metilacién o densidad de metilacién) de cada sitio CpG en todos los sitios CpG secuenciados en la
regién genémica se podria agregar a partir de los datos de los multiples fragmentos de ADN utilizando la misma férmula
que se muestra en la FIG. 61. Se podria informar el % de metilacién de cada sitio CpG para todos los sitios CpG
secuenciados, que proporcionan el perfil de metilacion de la regién genédmica secuenciada. Alternativamente, los datos
se podrian agregar de todas las lecturas y todos los sitios dentro de la regién genémica secuenciada para proporcionar
un % de valor de metilacién de la regién, a saber de la misma manera en que se calcularon los niveles de metilacién
para las regiones de 1 Mb 0 1 kb como se muestra en las FIG. 64 a 72.

5. Anélisis de metilacién del ADN viral.

Con fines ilustrativos, esta seccién muestra que las técnicas de metilacién de esta divulgacién se pueden utilizar para
determinar con precision los niveles de metilacién en el ADN viral.

La FIG. 75 muestra patrones de metilacién del ADN del virus de la hepatitis B entre dos pares de muestras de tejido
de HCC y muestras de tejido no tumoral adyacentes utilizando secuenciacidén en tiempo real de Unica molécula. Cada
flecha representa una anotacién genética en un genoma del HBV. Las flechas con ‘P’, ‘S’, ‘X’ y ‘C’ indican la anotacién
genética alrededor de un genoma del HBV: codifica la polimerasa, el antigeno de superficie, la proteina X y la proteina
central, respectivamente. Identificamos un fragmento (molécula 1) con un tamafio de 1,183 bp que se origina en tejidos
no tumorales adyacentes, que abarca un genoma del HBV de 2,278 a 3,141 resaltado en un rectangulo discontinuo,
que muestra un nivel de metilacién del 12 %. También identificamos tres fragmentos (molécula Il, Il y 1V) con 3,215
bp, 2,961 bp y 3,105 bp procedentes de tejidos tumorales. Entre ellos, dos fragmentos (molécula Il y IV) en tumores
de HCC se superpusieron con las regiones gendémicas del HBV abarcadas por la molécula | en tejidos no tumorales.
En contraste con el bajo nivel de metilaciéon (12 %) en la regién del HBV resaltada en un rectangulo discontinuo
(ubicaciones gendmicas del HBV: 2,278 — 3,141), los niveles de metilacién fueron mas altos para esos fragmentos
(moléculas Ill y IV) en los tejidos del HCC (es decir, 24 % y 30 %). Estos resultados sugirieron que el enfoque que
utiliza la secuenciacién en tiempo real de Unica molécula era factible para determinar los patrones de metilacién en el
genoma viral y podia identificar la regién metilada diferencialmente (DMR) del HBV entre los tejidos con y sin HCC.
Por lo tanto, la determinacién de los estados de metilacién en genomas virales utilizando una secuenciacién en tiempo
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real de Unica molécula de acuerdo con la divulgacién proporcionaria una nueva herramienta para estudiar la relevancia
clinica utilizando biopsias de tejido.

Esta regién DMR se superpuso con los genes P, C y S. Se informé que esta regién también demostré estar
hipermetilada en tejidos de HCC en comparacién con la de tejidos hepaticos con infeccién por HBV pero sin cancer
(Jain et al. Sci Rep. 2015;5:10478; Fernandez et al. Genome Res. 2009;19:438-51).

Agrupamos los resultados de la secuenciacién con bisulfito de tejidos hepaticos de cuatro pacientes con cirrosis pero
sin HCC, obteniendo 1,156 fragmentos de HBV para el anélisis de metilacién. La FIG. 76A muestra los niveles de
metilacién del ADN del virus de la hepatitis B en tejidos hepéticos de pacientes con cirrosis pero sin HCC. Ademas,
agrupamos los resultados de la secuenciacién con bisulfito de tejidos tumorales de HCC de 15 pacientes, obteniendo
736 fragmentos de HBV para el anélisis de metilacién. La FIG. 76B muestra niveles de metilaciéon para el ADN del
virus de la hepatitis B en tejido tumoral de HCC. Como se muestra en la FIG. 76A y FIG. 76B, también observamos
una regién DMR del HBV (ubicaciones gendmicas del HBV: 1,982 — 2,435) que tenia un nivel de metilacién més alto
en los tejidos de HCC que en los tejidos hepéticos cirréticos mediante secuenciacién masiva paralela con bisulfito.
Estos resultados sugirieron que el enfoque para determinar el estado de metilaciéon de los genomas virales seria valido.

6. Analisis de metilacién asociado a variantes.

Se pueden asociar diferentes alelos con diferentes perfiles de metilaciéon. Por ejemplo, los genes impresos pueden
tener un alelo con un nivel de metilacién mas alto que el otro alelo. Con fines ilustrativos, esta seccién muestra que
los perfiles de metilacién se pueden utilizar para distinguir alelos en determinadas regiones genémicas.

Un pocillo de secuenciacién en tiempo real de Unica molécula que contenga una Unica plantilla de ADN generaria una
serie de sublecturas. Las sublecturas incluyen caracteristicas cinéticas [por ejemplo duracién interpulso (IPD) y
anchura de pulso (PW)]y composiciones de nucledtidos. Describimos co6mo las sublecturas de una secuenciacién en
tiempo real de Unica molécula se pueden utilizar para generar una secuencia de consenso (también llamada secuencia
de consenso circular, CCS) que puede reducir drasticamente los errores de secuenciacién (por ejemplo,
emparejamientos incorrectos, inserciones o supresiones). Detalles adicionales de CCS se describen en el presente
documento. Describimos cdmo se puede construir la secuencia consenso utilizando esas sublecturas alineadas con
un genoma de referencia humano. Describimos cémo se podria construir la secuencia de consenso al mapear las
sublecturas a la sublectura mas larga en el mismo pocillo de secuenciacidén en tiempo real de Unica molécula.

Con fines ilustrativos, la FIG. 77 ilustra el principio del analisis de haplotipos de metilacién en fases. Las paletas
rellenas representan los sitios CpG que se clasifican como metilados. Las paletas sin rellenar representan los sitios
CpG que se clasifican como no metilados.

Como se muestra en una realizacion en la FIG. 77, las sublecturas se alinearon con un genoma de referencia humano.
Las sublecturas alineadas de un pocillo secuenciacion en tiempo real de tnica molécula , se colapsaron para formar
una secuencia de consenso. La secuencia consenso generalmente se podria determinar utilizando los nucleétidos
mas frecuentes presentes en sublecturas en cada posicién alineada. Por lo tanto, las variantes de nucleétidos, que
incluyen, pero no se limitan a, variantes, inserciones y supresiones de un solo nucleétido, se podrian identificar a partir
de secuencias consenso. Las IPD y PW promediadas en la misma molécula marcada por una variante de nucleétido
se podrian utilizar para determinar los patrones de metilacién de acuerdo con la divulgacién. Por lo tanto, podriamos
determinar ain mas los patrones de metilacién asociados a variantes. Los estados de metilacién en la misma molécula
se podrian considerar un haplotipo de metilacién. Es posible que el haplotipo de metilacién no se construya facil y
directamente a partir de dos 0 més moléculas de ADN cortas porque puede que no exista un marcador molecular que
permita diferenciar si dos 0 mas moléculas de ADN cortas fragmentadas se derivan de una Unica molécula original o
son aportadas por dos 0 mas moléculas originales diferentes. Las tecnologias sintéticas de lectura larga (como la
secuenciacidén de lectura vinculada desarrollada por 10X Genomics) ofrecen la posibilidad de distribuir una Unica
molécula de ADN larga en una particién (tal como una gota) y etiquetar moléculas de ADN cortas, que se originan a
partir de esa molécula de ADN larga, con la mismas secuencias de cddigos de barras moleculares. Sin embargo, esta
etapa del cddigo de barras implica una amplificacién por PCR que no preservaria los estados de metilacién originales.

Ademas, si se intenta utilizar bisulfito para tratar las moléculas largas de ADN, la primera etapa antes del tratamiento
con bisulfito implica la desnaturalizacién del ADN bajo condiciones destructivas, cambiando el ADN de hebra doble
por ADN de hebra sencilla, ya que el bisulfito solo podria actuar sobre moléculas de ADN de hebra sencilla en
determinadas condiciones quimicas. Esta etapa de desnaturalizacién del ADN degradaria las moléculas largas de
ADN en fragmentos cortos, lo que provocaria la pérdida de la informacién del haplotipo de metilacién original. El
segundo inconveniente del analisis de metilacién basado en bisulfito desnaturalizaria el ADN de hebra doble en ADN
de hebra sencilla en la etapa de conversién con bisulfito, a saber, las hebras de Watson y Crick. Para una molécula,
hay un 50 % de posibilidades de secuenciar la hebra de Watson y un 50 % de posibilidades de secuenciar la hebra de
Crick. Entre millones de hebras de Watson y Crick, existe una posibilidad extremadamente baja de secuenciar
simultaneamente las hebras de Watson y Crick de una molécula. Aunque se supone que las hebras de Watson y Crick
de una molécula estan secuenciadas, aln es imposible determinar definitivamente si dichas hebras de Watson y Crick
se derivan de un unico fragmento original o si son aportadas por dos o mas fragmentos originales diferentes. Liu et al
introdujeron recientemente un método de secuenciacién sin bisulfito para detectar citosinas metiladas e

43



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2985191 T3

hidroximetilcitosina (Liu et al. Nat Biotechnol. 2019;37:424-429) utilizando la conversién basada en enzimas de
translocacion diez-once (TET) en condiciones suaves, lo que lleva a una menor degradacién del ADN. Sin embargo,
implica dos etapas secuenciales de reacciones enzimaticas. Una tasa de conversion baja de cualquiera de las etapas
de la reaccién enzimatica afectaria dramaticamente la tasa de conversién general. Ademas, incluso para este método
de secuenciacién sin bisulfito para detectar citosinas metiladas, aln existe la dificultad de distinguir las hebras de
Watson y Crick de una molécula en los resultados de la secuenciacién.

Por el contrario, como se describe en esta divulgacién, las hebras de Watson y Crick de una molécula se ligan
covalentemente mediante adaptadores en forma de campana para formar moléculas de ADN circulares. Como
resultado, tanto las hebras de Watson como de Crick de una molécula se secuencian en el mismo pocillo de reaccidén
y se pueden determinar los estados de metilacién de cada hebra.

Una ventaja de lo que describimos es la capacidad de determinar la metilacién y la informacién genética (es decir,
secuencia) en una molécula de ADN contigua larga (por ejemplo, kilobases o kilonucleétidos de longitud). Es mas
dificil generar dicha informacién utilizando tecnologias de secuenciacién de lectura corta. Para las tecnologias de
secuenciacidén de lectura corta, es necesario combinar informacién de secuenciaciéon en multiples lecturas cortas
utilizando andamios de firmas genéticas o epigenéticas, de tal manera que se pueda deducir una gran cantidad de
informacién genética y de metilacion. Sin embargo, esto podria resultar desafiante en muchos escenarios debido a las
distancias entre dichos anclajes genéticos o epigenéticos. Por ejemplo, en promedio hay un SNP por 1 kb, mientras
que las tecnologias actuales de secuenciacién de lectura corta normalmente podrian secuenciar hasta 300 nt por
lectura, lo que da como resultado 600 nt incluso en un formato de extremo emparejado.

Describimos como el anélisis de haplotipos de metilacién asociado a variantes se podria utilizar para estudiar los
patrones de metilacién en genes impresos. Las regiones impresas estan sujetas a regulaciones epigenéticas (por
ejemplo, metilacién de CpG) de manera similar a la del progenitor de origen. Por ejemplo, una muestra de ADN de
capa leucocitaria (M2) en la tabla de la FIG. 60 fue secuenciado para obtener alrededor de 152 millones de sublecturas.
Para esta muestra, el 53 % de los pocillos de secuenciaciéon en tiempo real de Unica molécula generaron al menos
una sublectura que se podria alinear con un genoma de referencia humano. La profundidad media de la sublectura
para cada pocillo de SMRT fue de 7.7x. En total, obtuvimos alrededor de 3 millones de secuencias consenso.
Aproximadamente el 91 % del genoma de referencia estaba cubierto por secuencias consenso al menos una vez.
Para las regiones cubiertas, la profundidad de secuenciacién fue de 7.9 x. El conjunto de datos se generé a partir de
ADN preparado con el Kit de Secuenciacién Sequel Il 1.0.

Con fines ilustrativos, la FIG. 78 muestra la distribuciéon de tamafio de las moléculas secuenciadas determinadas a
partir de secuencias consenso, con un tamafio de mediana de 6,289 bp (rango: 66 — 198,109 bp). El tamafio del
fragmento (bp) se muestra en el eje x y la frecuencia (%) asociada con el tamafio del fragmento se muestra en el eje

y.

Con fines ilustrativos, las FIG. 79A, 79B, 79C y 79D muestran ejemplos de patrones de metilacidén alélica en las
regiones impresas. El eje x indica las coordenadas de los sitios CpG. Las coordenadas resaltadas en azul y subrayadas
indican islas CpG. Los puntos rellenos de negro indican sitios CpG metilados. Los puntos sin relleno indican sitios CpG
no metilados. El alfabeto incorporado entre cada serie horizontal de puntos rellenos y sin relleno (es decir, sitios CpG)
indica el alelo en el sitio SNP. Los nimeros entre paréntesis a la derecha de cada serie horizontal de puntos indican
el tamafio del fragmento, la densidad de metilacion a nivel de fragmento y el nimero de sitios CpG. Por ejemplo, (10.0
kb, MD:79.1 %, CG:139) sugirié que el tamafio del fragmento correspondiente era 10.0 kb, la densidad de metilacion
del fragmento era 79.1 % y el nimero de sitios CpG era 139. Los rectangulos discontinuos delinean el regiones mas
diferencialmente metiladas dentro de cada gen.

Con fines ilustrativos, la FIG. 79A muestra 11 fragmentos secuenciados con un tamafio de mediana de 11.2 kb (rango:
1.3 - 25 kb), que se originan desde el gen SNURF. El gen SNURF tenia impronta materna, lo que significa que la copia
del gen que un individuo ha heredado de la madre estd metilada y transcripcionalmente silenciosa. Como se muestra
en la FIG. 79A, en el rectdngulo discontinuo, los fragmentos asociados al alelo C estaban altamente metilados,
mientras que los fragmentos asociados al alelo T estaban altamente desmetilados. Altamente metilado puede indicar
que mas del 70 %, 80 %, 90 %, 95 % 0 99 % de los sitios estan metilados. Los patrones de metilacién especificos de
alelo se pudieron observar en otros genes impresos, que incluyen PLAGL1 (FIG. 79B), NAP1L5 (FIG. 79C) y ZIM2
(FIG. 79D). La FIG. 79B muestra que con PLAGL1 los fragmentos asociados al alelo T estaban altamente desmetilados
mientras que los fragmentos asociados al alelo C estaban altamente metilados. La FIG. 79C muestra que con NAP1LS
los fragmentos asociados al alelo C estaban altamente desmetilados y que los fragmentos asociados al alelo T estaban
altamente metilados. La FIG. 79D muestra que con ZIM2 los fragmentos asociados al alelo C estaban altamente
desmetilados y que los fragmentos asociados al alelo T estaban altamente metilados.

Con fines ilustrativos, las FIG. 80A, 80B, 80C y 80D muestran ejemplos de patrones de metilacién alélica en regiones
no impresas. El eje x indica las coordenadas de los sitios CpG. Las coordenadas resaltadas en azul y subrayadas
indican islas CpG. Los puntos rellenos de negro indican sitios CpG metilados. Los puntos sin relleno indican sitios CpG
no metilados. El alfabeto incorporado entre cada serie horizontal de puntos rellenos y sin relleno (es decir, sitios CpG)
indica el alelo en el sitio del polimorfismo de un solo nucleétido (SNP). Los nimeros entre paréntesis a la derecha de
cada serie horizontal de puntos indican el tamafio del fragmento, la densidad de metilacién a nivel de fragmento y el
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ndimero de sitios CpG. Los rectangulos discontinuos indican las regiones seleccionadas al azar para calcular las
densidades de metilacién informadas entre paréntesis. En contraste con los resultados de las FIG. 79A-79D, no hubo
patrones de metilacién alélica observables presentes en los genes no impresos. La FIG. 80A no muestra ningln patrén
de metilacidn alélica diferente en una regién chr7. La FIG. 80B no muestra ningln patrén de metilacién alélica diferente
en una regién chr12. La FIG. 80C no muestra ningun patrén de metilacién alélica diferente en una regién chr1. La FIG.
80D no muestra ningun patrén de metilacién alélica diferente en otra regién chr1.

Con fines ilustrativos, la FIG. 81 muestra una tabla con niveles de metilacién de fragmentos especificos de alelo. La
primera columna enumera las categorias de “genes impresos” y “regiones seleccionadas aleatoriamente’. La segunda
columna enumera el gen particular. La tercera columna enumera el primer alelo de un SNP en el gen. La cuarta
columna enumera el segundo alelo de un SNP en el gen. La quinta columna muestra el nivel de metilacién de los
fragmentos ligados al primer alelo. La sexta columna muestra el nivel de metilacién de los fragmentos ligados al
segundo alelo. Los niveles de metilacién de los fragmentos ligados al alelo 2 (media: 88 6 %, rango 84.6 — 91.1 %)
son mucho méas altos que los de los fragmentos ligados al alelo 1 (media: 12:2 %; rango 7.6 — 15.7 %) para aquellos
genes impresos (valor de P = 0.03), lo que indica la presencia de metilacién especifica alélica. Por el contrario, no hay
cambios significativos en los niveles de metilacién entre esas regiones seleccionadas al azar (valor de P = 1), lo que
sugiere la ausencia de metilacién especifica alélica.

7. Anélisis de ADN libre de células durante el embarazo

En esta ejemplificacién, se demuestra que los métodos en el presente documento divulgados son aplicables al anélisis
de &cidos nucleicos libres de células en plasma o suero obtenidos de mujeres embarazadas con al menos un feto.
Durante el embarazo, se encuentran en la circulacién materna moléculas de ADN libres de células y ARN libres de
células de las células placentarias. Dichas moléculas de é&cido nucleico libres de células derivadas de la placenta
también se denominan acidos nucleicos fetales libres de células en el plasma materno o acidos nucleicos fetales libres
de células circulantes. Los acidos nucleicos fetales libres de células estén presentes en el plasma materno entre un
fondo de acidos nucleicos libres de células maternos. Por ejemplo, las moléculas de ADN fetal libre de células
circulantes estan presentes como una especie menor entre un fondo de ADN materno libre de células en el plasma y
suero maternos.

Para distinguir el ADN fetal libre de células del ADN materno libre de células en plasma o suero materno, se sabe que
se podrian utilizar medios genéticos o epigenéticos o una combinacién. Genéticamente, el genoma fetal puede diferir
del genoma materno por alelos SNP especificos del feto heredados por el padre, mutaciones heredadas por el padre
o mutaciones de novo. Epigenéticamente, el metiloma placentario generalmente esta hipometilado en comparacion
con el metiloma de las células sanguineas maternas (Lun et al. Clin Chem. 2013;59:1583-94). Debido a que la placenta
es el principal contribuyente de ADN fetal libre de células, mientras que las células sanguineas maternas son el
principal contribuyente de ADN materno libre de células en la circulacién materna (plasma o suero), las moléculas de
ADN fetal libre de células generalmente estan hipometiladas en comparacién con ADN materno libre de células en
plasma o suero. Hay loci genémicos especificos donde la placenta esta hipermetilada en comparacién con las células
sanguineas maternas. Por ejemplo, el promotor y la regién del exén 1 de RASSF1A estan mas metilados en la placenta
que en las células sanguineas maternas (Chiu et al. Am J Pathol. 2007;170:941-950). Por lo tanto, el ADN fetal libre
de células circulante derivado de este locus RASSF1A estaria hipermetilado en comparacién con el ADN materno libre
de células circulante del mismo locus.

Describimos cémo el ADN fetal libre de células se puede distinguir de las moléculas de ADN materno libre de células
en base al estado de metilacién diferencial entre los dos agrupamientos de acidos nucleicos circulantes. Por ejemplo,
se encuentra que los sitios CpG a lo largo de una molécula de ADN libre de células estan en su mayoria no metilados;
es probable que esta molécula provenga del feto. Si se encuentra que los sitios CpG a lo largo de una molécula de
ADN libre de células estdn en su mayoria metilados, es probable que esta molécula provenga de la madre. Los
expertos en la técnica conocen varios métodos para determinar si dichas moléculas provienen realmente del feto o de
la madre. Un enfoque es comparar el patrén de metilacién de la molécula secuenciada con el perfil de metilacién
conocido del locus correspondiente en la placenta o en las células sanguineas maternas.

Con fines ilustrativos, la FIG. 82 muestra un ejemplo para determinar el origen placentario del ADN plasmatico durante
el embarazo utilizando perfiles de metilaciéon. Las coordenadas resaltadas en azul y subrayadas indican islas CpG.
Los puntos rellenos negros indican sitios metilados. Los puntos sin relleno indican sitios no metilados. Los nimeros
entre paréntesis cerca de cada linea horizontal con puntos indican el tamafio del fragmento, la densidad de metilacién
molecular Unica y el nimero de sitios CpG.

Como se muestra en la FIG. 82, si la molécula de ADN libre de células plasmaticas maternas se alinea con la regién
promotora de RASSF1A (una regién que se sabe que esta especificamente metilada en los tejidos placentarios) y los
datos de secuenciaciéon generados utilizando los métodos de esta invencién estan hipermetilados, esta molécula
probablemente derive del feto o la placenta. Por el contrario, las moléculas que muestran hipometilacion
probablemente derivan del ADN materno (predominantemente de origen hematopoyético).

Con fines ilustrativos, la FIG. 83 ilustra un enfoque para el anélisis de metilacién especifico del feto. El enfoque incluye
la utilizacion de la molécula secuenciada que contiene un alelo SNP especifico del feto o una mutacién especifica del
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feto (por ejemplo, heredada por via paterna o de novo por naturaleza). Cuando se identifican dichas caracteristicas
genéticas especificas del feto, el estado de metilacién de las bases presentes en la misma molécula de ADN libre de
células refleja el perfil de metilacién del ADN fetal libre de células o del metiloma placentario. Las caracteristicas
genéticas especificas del feto se pueden descubrir cuando la secuenciacién del ADN libre de células plasmaticas
revela alelos o mutaciones que no estan presentes en el genoma materno (por ejemplo, al analizar el ADN gendmico
materno), o al analizar el ADN paterno o que se sabe que se transmite en la familia (por ejemplo, al analizar el ADN
de un probando).

La metilacion de moléculas de ADN especificas del feto se puede determinar al analizar aquellos fragmentos de ADN
que llevan alelos que eran diferentes de los alelos homocigotos en el genoma materno. Se puede esperar que la
metilacién de las moléculas de ADN fetal sea menor que la de las moléculas de ADN materno.

Como un ejemplo, se secuenciaron el ADN de la capa leucocitaria de una mujer embarazada y su ADN placentario
coincidente para obtener una cobertura del genoma haploide de 59x y 58x, respectivamente. |dentificamos un total de
822,409 SNP informativos para los cuales la madre era homocigota y el feto heterocigoto. Encontramos 2,652
fragmentos fetales especificos y 24,837 fragmentos compartidos (es decir, los fragmentos que llevan el alelo
compartido; predominantemente de origen materno) en el plasma materno (M13160) a través de la secuenciacién en
tiempo real de Unica molécula. La fraccién de ADN fetal fue del 19.3 %. De acuerdo con la divulgacién, se dedujeron
los perfiles de metilacion de esos fragmentos compartidos y especificos del feto. Como resultado, se encontré que el
nivel de metilacién de fragmentos especificos del feto era del 57.4 %, mientras que el nivel de metilacién de los
fragmentos compartidos era del 69.9 %. Este hallazgo fue consistente con el conocimiento actual de que el nivel de
metilacién del ADN fetal era menor que el del ADN materno en el plasma de una mujer embarazada (Lun et al., Clin
Chem. 2013;59:1583-94).

Los patrones de metilacién se pueden utilizar con fines de diagndstico o monitorizaciéon. Por ejemplo, el perfil de
metilacibn de una muestra de plasma materno se ha utilizado para determinar la edad gestacional
https:/iwww.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27979959). Una aplicacion es como una etapa de control de calidad. Otra
aplicacién potencial es monitorizar la edad “biolégica” versus la “cronolégica” de un embarazo. Esta aplicacién podra
ser utilizada en la deteccién o evaluacién de riesgos de parto prematuro. Se pueden utilizar otras realizaciones para
el analisis de células fetales en sangre materna. En todavia otras realizaciones, dichas células fetales se pueden
identificar mediante enfoques basados en anticuerpos o mediante tincién selectiva utilizando marcadores celulares
(por ejemplo, sobre la superficie celular o en el citoplasma), o enriquecer mediante citometria de flujo o
micromanipulacién o microdiseccién o métodos fisicos (por ejemplo, velocidad de flujo diferencial a través de una
camara, superficie o recipiente).

C. Deteccion de metilacién utilizando diferentes reactivos
Esta seccién muestra que las técnicas de metilacién no se limitan a un sistema reactivo particular.

El analisis de metilacién se realizé utilizando diferentes sistemas de reactivos para confirmar que se pueden aplicar
técnicas. Como un ejemplo, SMRT-seq se realiz6 utilizando el sistema Sequel Il (Pacific Biosciences) para llevar a
cabo la secuenciacién en tiempo real de Unica molécula. Las moléculas de ADN cortadas se sometieron a la
construcciéon de una plantilla de secuenciacién en tiempo real de Unica molécula (SMRT) utilizando un Kit SMRTbell
Express Template Prep 2.0 (Pacific Biosciences). Las condiciones de hibridacién del cebador de secuenciacion y de
unién de la polimerasa se calcularon con el software SMRT Link v8.0 (Pacific Biosciences). Brevemente, el cebador
de secuenciacién v2 se hibridé con la plantilla de secuenciaciéon y luego se unié una polimerasa a las plantillas
utilizando un Kit de Control Interno y Unién Sequel Il 2.0 (Pacific Biosciences). La secuenciacién se realizé en un
Sequel Il SMRT Cell 8M. Las peliculas de secuenciacion se recopilaron en el sistema Sequel Il durante 30 horas con
un Kit de Secuenciacién Sequel Il 2.0 (Pacific Biosciences). En otras realizaciones, se utilizarian otros reactivos
quimicos y tampones de reaccién para SMRT-seq. En una realizacién, una polimerasa tendria diferentes
caracteristicas cinéticas de incorporacién de nucleétidos a lo largo de una hebra molde de ADN dependiendo de su
estado de metilaciéon (Huber et al. Nucleic Acids Res. 2016;44:9881-9890). En esta divulgacién, los resultados se
generan utilizando el cebador de secuenciacién v1 a menos que se indique lo contrario.

Para demostrar el uso de la invencién en la divulgacién descrita en el presente documento con el uso de diferentes
reactivos, analizamos los datos de SMRT-seq generados en base a diferentes kits de secuenciacién, que incluyen,
pero no se limitan a, Kit de Secuenciacién Sequel | 3.0, RS |l, Kit de Secuenciacién Sequel Il 1.0 y Kit de Secuenciacién
Sequel Il 2.0. RS Il incluye 150,000 ZMW por célula de SMRT. Sequel utiliza 1,000,000 ZMW por célula de SMRT.
Sequel |l utiliza 8 millones de ZMW por célula de SMRT con dos kits de secuenciacién (1.0 y 2.0). Este analisis
involucrd dos conjuntos de datos. El primer conjunto de datos se prepard basandose en el ADN después de la
amplificacién del genoma completo, lo que representa el estado no metilado. El segundo tipo de conjunto de datos se
prepar6é basandose en el ADN después del tratamiento con metiltransferasa M.Ssssl, lo que representa el estado
metilado. Estos datos se generaron utilizando el Kit de Secuenciacion Sequel 3.0 en el secuenciador Sequel; y el Kit
de Secuenciacién Sequel Il 1.0 y el Kit de Secuenciacién Sequel Il 2.0 en el secuenciador Sequel Il. Por tanto,
obtuvimos tres conjuntos de datos con perfiles cinéticos generados con los diferentes reactivos (por ejemplo,
polimerasas). Cada conjunto de datos se dividié en un conjunto de datos de entrenamiento y un conjunto de datos de
prueba para evaluar el rendimiento utilizando modelos CNN de acuerdo con esta divulgacidén de esta invencion.
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1. Ventanas de medicién

Las FIG. 84A, 84B y 84C muestran el rendimiento de diferentes tamafios de ventana de medicién en diferentes kits de
reactivos para SMRT-seq en conjuntos de datos de entrenamiento que comprenden datos amplificados del genoma
completo (sitios CpG no metilados) y datos tratados con M.Ssssl (sitios CpG metilados). La tasa positiva verdadera se
grafica en el eje y y la tasa positiva falsa se grafica en el eje x. La FIG. 84A muestra datos de SMRT-seq generados
en base al Kit de Secuenciacién Sequel 3.0. La FIG. 84B muestra datos de SMRT-seq generados en base al Kit de
Secuenciacién Sequel Il 1.0. La FIG. 84C muestra datos de SMRT-seq generados en base al Kit de Secuenciacién
Sequel Il 2.0. En las figuras, “-” indica sefiales en direccién ascendente de un sitio de citosina CpG que se esta
analizando. ‘+’ indic6 sefiales en direccién descendente de un sitio de citosina CpG que se estaba analizando. Por
ejemplo, “-6 nt” representaba las sefiales de 6 nt en direccién ascendente de un sitio de citosina CpG que se estaba
analizando. ‘46 nt’ representaba las sefiales de 6 nt en direccién descendente de un sitio de citosina CpG que se
estaba analizando. ‘6 nt' indica que incluye seflales en direccion ascendente de 6 nt y seflales en direccién
descendente de 6 nt de un sitio de citosina CpG que se esta analizando (es decir, un total de una secuencia de 12 nt
que flanquea un sitio de citosina CpG).

Para el conjunto de datos de entrenamiento basado en el Kit de Secuenciacién Sequel 3.0, como se muestra en la
FIG. 84A, utilizando la ventana de mediciéon que comprende sefiales en una citosina CpG que se esta analizando y
sefiales en direccién ascendente de 6 nt (por ejemplo, IPD, PW, posiciones relativas y composiciones de secuencia)
de ese sitio de citosina (indicado por -6 nt), el valor de AUC de 0.50 sugiri6 sin poder discriminativo para diferenciar
las citosinas CpG metiladas de las no metiladas. Sin embargo, para los conjuntos de datos de entrenamiento basados
en el Kit de Secuenciacion Sequel Il 1.0 y 2.0, los valores de AUC correspondientes fueron 0.62 (FIG. 84B) y 0.75
(FIG. 84C). Estos datos demostraron que existian diferentes perfiles cinéticos inherentes a los diferentes reactivos
utilizados en SMRT-seq. Estos datos muestran que los métodos divulgados en el presente documento se adaptan
facilmente al uso de diferentes reactivos. Ademds, la precision de la deteccién de modificaciones de bases se puede
mejorar potencialmente con nuevos desarrollos en reactivos, por ejemplo, el uso de diferentes polimerasas y otras
quimicas.

Como otro ejemplo, para el conjunto de datos de entrenamiento basado en el Kit de Secuenciacién Sequel 3.0, como
se muestra en la FIG. 84A, utilizando una ventana de medicién que comprende sefiales en direccién ascendente de
10 bp de un sitio de citosina CpG (indicado por -10 nt), el valor de AUC de 0.50 sugirié que no hay poder discriminativo
para diferenciar las citosinas CpG metiladas de las no metiladas. Sin embargo, para los conjuntos de datos de
entrenamiento basados en el Kit de Secuenciacién Sequel Il 1.0 y 2.0, los valores AUC correspondientes fueron 0.66
(FIG. 84B) y 0.79 (FIG. 84C), lo que mostr6 ser mejorado en comparacién con la ventana de medicién que comprende
sefiales en direccién ascendente de 6 nt. Estos datos confirmaron que existian diferentes perfiles cinéticos inherentes
a diferentes reactivos que se utilizaron para SMRT-seq. Estos datos muestran que los métodos divulgados en el
presente documento se adaptan facilmente al uso de diferentes reactivos.

A diferencia de la ventana de medicién con sefiales en direccién ascendente, la ventana de medicién con sefales en
direccién descendente podria conducir a una mayor mejora del rendimiento de clasificacién. Por ejemplo, para el
conjunto de datos de entrenamiento basado en Kit de Secuenciaciéon Sequel 3.0, como se muestra en la FIG. 84A,
utilizando una ventana de medicién que comprende sefiales de 6 nt en direccién descendente de un sitio de citosina
CpG (+6 nt), el valor de AUC de 0.94 fue mucho mayor que el que utiliza sefiales de 6 nt en direccién ascendente
(AUC: 0.5). Para los conjuntos de datos de entrenamiento basados en el Kit de Secuenciacién Sequel Il 1.0y 2.0, los
valores AUC correspondientes fueron 0.95 (FIG. 84B) y 0.92 (FIG. 84C), respectivamente, lo que muestra una mejora
en comparacién con la ventana de mediciéon que comprende 6 nt en direccién ascendente. Estos datos sugirieron que
las caracteristicas cinéticas ligadas al contexto de la secuencia mejorarian el poder de clasificacién utilizando, pero no
se limitan a, modelos CNN. Estos datos también sugirieron que la divulgacién en el presente documento seria aplicable
a conjuntos de datos producidos por diferentes reactivos y condiciones de secuenciacién (por ejemplo, diferentes
polimerasas, otros reactivos quimicos, sus concentraciones y pardmetros de reaccidén de secuenciacién (por ejemplo,
duracién)), a través del ajuste de las ventanas de medicién. Se sacaria una conclusién similar del anélisis utilizando
la ventana de medicidén que incluye sefiales de 10 nt en direccién descendente de un sitio de citosina CpG (FIGS. 84A,
84By 84C).

En otra realizacién, se podria utilizar una ventana de medicién que comprenda sefiales de citosina que se estan
analizando, y sefiales tanto en direcciéon ascendente como descendente de esa citosina. Por ejemplo, como se muestra
en las FIG. 84A, 84B y 84C, utilizando una ventana de medicién que comprende sefiales en direccién ascendente de
6 nt y sefiales en direccién descendente de 6 nt (indicadas por 6 nt), se encontré que los valores de AUC eran 0.94,
0.95 y 0.92 para el conjunto de datos de entrenamiento basado en el Kit de Secuenciacién Sequel. 3.0, Kit de
Secuenciacion Sequel Il 1.0 y 2.0, respectivamente. Utilizando una ventana de medicién que comprende sefiales en
direccién ascendente de 10 nt y sefiales en direccién descendente de 10 nt (indicadas por +10 nt), se encontré que
los valores de AUC eran 0.94, 0.95 y 0.94 para el conjunto de datos de entrenamiento basado en Kit de Secuenciacién
Sequel 3.0, Kit de Secuenciacién Sequel Il 1.0 y 2.0, respectivamente. Estos datos sugirieron que la divulgacion en el
presente documento seria ampliamente aplicable a conjuntos de datos producidos por diferentes reactivos y
parametros de reaccion de secuenciacién.
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Las FIG. 85A, 85B y 85C mostraron que se obtuvieron resultados al probar conjuntos de datos con diferentes ventanas
de medicién en diferentes kits de secuenciacién al aplicar modelos CNN entrenados a partir de los conjuntos de datos
de entrenamiento. La tasa positiva verdadera se grafica en el eje y y la tasa positiva falsa se grafica en el eje x. El
etiquetado en la leyenda es equivalente al etiquetado utilizado en las FIG. 84A, 84B y 84C. La FIG. 85A muestra datos
SMRT-seq generados en base al Kit de Secuenciacion Sequel 3.0. La FIG. 85B muestra datos de SMRT-seq
generados en base al Kit de Secuenciacién Sequel II 1.0. La FIG. 85C muestra SMRT-seq generado en base al Kit de
Secuenciacién Sequel Il 2.0. Todas las conclusiones extraidas de los conjuntos de datos de entrenamiento podrian
validarse en estos conjuntos de datos de prueba independientes que no participaron en el proceso de entrenamiento.
Adicionalmente, entre tres conjuntos de datos de prueba independientes, los anélisis de dos conjuntos de datos (2/3)
que involucran el Kit de Secuenciacién Sequel II 1.0 y 2.0 mostraron que el uso de la ventana de medicién que incluye
sefiales en direccidén ascendente y descendente de 10 nt (indicadas por +10 nt) superé a los demas.

2. Comparacién con la secuenciacién con bisulfito.

Las FIG. 86A, 86B y 86C muestran la correlaciéon de los niveles de metilacion generales cuantificados mediante
secuenciacion con bisulfito y SMRT-seq (Kit de Secuenciacién Sequel |1 2.0). La FIG. 86A muestra el nivel de metilacién
como un porcentaje cuantificado por SMRT-seq en el eje y. La FIG. 86B muestra el nivel de metilacién como un
porcentaje cuantificado mediante secuenciacion con bisulfito en el eje x. La linea negra es una linea de regresion
ajustada. La linea discontinua es la linea diagonal en la que las dos medidas son iguales. La FIG. 86B muestra un
diagrama de Bland-Altman. El eje x indica el promedio de los niveles de metilacién cuantificados por SMRT-seq de
acuerdo con la divulgacidn y la secuenciacién con bisulfito. El eje y indica la diferencia en el nivel de metilacién entre
SMRT-seq de acuerdo con la divulgacién y la secuenciacién con bisulfito (es decir, metilacién de Pacific Biosciences -
metilacion basada en bisulfito). La linea discontinua corresponde a una linea horizontal que cruza el cero en la que no
hay diferencia entre dos medidas. Los puntos de datos desviados de la linea discontinua sugieren que existen
desviaciones entre las medidas. La FIG. 86C muestra el cambio porcentual con respecto al valor cuantificado mediante
secuenciacién con bisulfito. El eje x indica el promedio de los niveles de metilacién cuantificados por SMRT-seq de
acuerdo con la divulgacién y la secuenciacidén con bisulfito. El eje y indica el porcentaje de la diferencia en los niveles
de metilaciéon entre dos medidas en relacién con el promedio de los niveles de metilacién. La linea discontinua
corresponde a una linea horizontal que cruza el cero en la que no hay diferencia entre dos medidas. Los puntos de
datos desviados de la linea discontinua sugieren que existen desviaciones entre las medidas.

Para la FIG. 86A, la formula de regresién lineal fue Y=aX+b, donde “Y” representa los niveles de metilacién
determinados por SMRT-seq de acuerdo con la divulgacién; “X” representa los niveles de metilacion determinados
mediante secuenciacién con bisulfito; “a” representa la pendiente de la linea de regresién (por ejemplo, a= 1.45); “b”
representa la interseccién en el eje y (por ejemplo, b= -20.98). En esta situacién, los valores de metilacién
determinados por SMRT-seq se calcularian mediante (Y-b)/a. Este grafico muestra que los niveles de metilacién
determinados por SMRT-seq se pueden convertir en niveles de metilacién determinados por secuenciacién con
bisulfito y viceversa para el Kit de Secuenciacién Sequel Il 2.0 como con el Kit de Secuenciaciéon Sequel Il 1.0.

La FIG. 86B es un grafico de Bland-Altman que muestra el sesgo de la cuantificacién de la metilacién entre SMRT-seq
de acuerdo con la divulgacién y la secuenciacién con bisulfito, en el que el eje x indica el promedio de los niveles de
metilacién cuantificados por SMRT-seq de acuerdo con la divulgacidn y la secuenciacidén con bisulfito. y el eje y indica
la diferencia en los niveles de metilacién cuantificados por SMRT-seq de acuerdo con la divulgacidn y la secuenciacion
con bisulfito. La diferencia de mediana entre las dos mediciones fue del -6.85 % (rango: -10.1 — 1.7 %). El cambio
porcentual de mediana de un nivel de metilacién cuantificado mediante la presente divulgacién con respecto al valor
mediante secuenciacién con bisulfito fue -9.96 % (rango: -14.76 — 3.21 %). La diferencia varié dependiendo de los
valores promediados. Cuanto mayor sea el promedio de dos medidas, mayor sera el sesgo.

La FIG. 86C muestra los mismos datos que la FIG. 86B, pero con la diferencia en los niveles de metilacién dividida
por el promedio de los dos niveles de metilacidén. La FIG. 86C también muestra que cuanto mayor sea el promedio de
las dos medidas, mayor sera el sesgo.

El error puede estar relacionado con la secuenciacién con bisulfito y no estar relacionado con los métodos con SMRT-
seq. Se informé que la secuenciaciéon convencional con bisulfito del genoma completo (lllumina) introdujo un resultado
de secuencia significativamente sesgado y sobrestimé la metilacién global, con variaciones sustanciales en la
cuantificacién de los niveles de metilacién entre métodos en regiones gendmicas especificas (Olova et al. Genome
Biol. 2018;19: 33). Las realizaciones divulgadas en el presente documento tienen una serie de ventajas ejemplares
mediante las cuales se pueden realizar sin conversién con bisulfito que degradaria drasticamente el ADN y se pueden
realizar sin amplificacién por PCR.

3. Origen del tejido

Realizamos el analisis de metilacién en varios tipos de cancer de acuerdo con las realizaciones en esta divulgacion
utilizando secuenciacién en tiempo real de Unica molécula (SMRT-seq, Pacific Biosciences). Los tipos de cancer
utilizados para SMRT-seq incluyen, pero no se limitan a, cancer colorrectal (n=3), cancer de es6fago (n=2), cancer de
mama (n=2), carcinoma de células renales (n=2), cancer de pulmén. (n=2), cancer de ovario (n=2), cancer de préstata
(n=2), cancer de estomago (n=2) y cancer de pancreas (n=1). Sus tejidos no tumorales adyacentes coincidentes
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también se incluyeron para SMRT-seq. El conjunto de datos se gener6 a partir de ADN preparado con el Kit de
Secuenciacién Sequel Il 2.0.

Las FIG. 87Ay 87B muestran una comparacion del nivel de metilacidén global entre diversos tejidos tumorales y tejidos
no tumorales adyacentes emparejados. El nivel de metilacién como porcentaje esté en el eje y. En la Fig. 87A, el nivel
de metilacién se cuantifica mediante SMRT-seq. En la Fig. 87B, los niveles de metilacién cuantificados mediante
secuenciacidén con bisulfito. El tipo de tejido (es decir, tejido tumoral o tejido no tumoral adyacente) esta en el eje x.
Los diferentes simbolos representan diferentes tejidos de origen.

La FIG. 87A muestra que los niveles generales de metilacidon de los tejidos tumorales, que incluyen el cancer de mama,
cancer colorrectal, cancer de es6fago, cancer de higado, cancer de pulmén, cancer de ovario, cancer de pancreas,
carcinoma de células renales y cancer de estdmago, fueron significativamente mas bajos que los tejidos no tumorales
correspondientes (valor de p = 0.006, muestras pareadas, prueba de rangos con signo de Wilcoxon), que incluyen
mama, colon, eséfago, higado, pulmén, ovario, pancreas, prostata, rifién y estbmago, respectivamente. La diferencia
mediana en el nivel de metilacién entre los tejidos tumorales y no tumorales pareados fue del -2,7 % (IQR: -6.4 ~ -
0.8 %).

La FIG. 84B confirma niveles mas bajos de metilacién en tejidos tumorales. Por lo tanto, estos resultados sugirieron
que los patrones de metilacién en varios tipos y tejidos de cancer se podrian determinar con precisién mediante SMRT-
seq de acuerdo con la divulgacién, lo que implica una aplicacién amplia de esta divulgacién para la detecciéon temprana,
el pronéstico, el diagnéstico y el tratamiento del cancer, en base a la biopsia de tejido. Los diferentes grados de
reduccién del nivel de metilacién en los distintos tipos de tumores probablemente sugirieron que los patrones de
metilacién estaban asociados con los tipos de cancer, lo que permitié determinar el tejido de origen de un cancer.

D. Deteccidn potenciada y otras técnicas

En algunas realizaciones de la invencién, el analisis de la metilaciéon se puede realizar utilizando uno o mas de los
siguientes parametros: el contexto de secuencia, la IPD y PW. IPD y PW se pueden determinar a partir de la reaccién
de secuenciacién, sin alineacién con un genoma de referencia. Algunos aspectos del enfoque de secuenciacién en
tiempo real de Unica molécula pueden potenciar aln mas la precisiéon de la determinacion del contexto de la secuencia,
la IPDy la PW. Un aspecto es el rendimiento de la secuenciacién por consenso circular en la que una porcién particular
de una plantilla de secuenciacién se puede medir multiples veces, permitiendo de esta manera medir el contexto de
la secuencia, IPD y PW en base al promedio o la distribucién de valores a través de estas multiples lecturas. En ciertas
realizaciones, el analisis de la modificaciéon de la base sin un proceso de alineacién puede aumentar la eficiencia
computacional, reducir el tiempo de respuesta y puede reducir los costes del anélisis. Si bien las realizaciones se
pueden realizar sin un proceso de alineacién, todavia en otras realizaciones, se puede utilizar un proceso de alineacién
y puede ser preferible, por ejemplo, si el proceso de alineacién se utiliza para determinar las implicaciones clinicas o
biolégicas de la modificaciéon de base detectada (por ejemplo, si un supresor de tumores estéd hipermetilado); o si el
proceso de alineacién se utiliza para seleccionar un subconjunto de los datos de secuenciacién que corresponde a
ciertas regiones genémicas de interés para su analisis adicional. Para realizaciones en las que se desean datos de
regiones gendémicas seleccionadas, estas realizaciones pueden implicar dirigirse a dichas regiones utilizando una o
méas enzimas o metodologias basadas en enzimas que pueden escindir en regiones de interés en el genoma, por
ejemplo, una enzima de restriccién o un sistema CRISPR-Cas9. El sistema CRISPR-Cas9 puede ser preferible al
método basado en PCR, ya que la amplificacién por PCR normalmente no conserva informacién sobre las
modificaciones de bases del ADN. Los niveles de metilacién de dichas regiones seleccionadas (ya sea
bioinforméaticamente [por ejemplo, a través de alineacién] o mediante métodos como CRISPR-Cas9) se pueden
analizar para proporcionar informacién sobre el origen del tejido, trastornos fetales, trastornos del embarazo y cancer.

1. Anélisis de metilacién utilizando sublecturas sin alineacién con un genoma de referencia

En realizaciones, el analisis de metilacion se podria realizar utilizando las ventanas de medicién que comprenden
caracteristicas cinéticas y contexto de secuencia de sublecturas sin alineacién con un genoma de referencia. Como
se muestra en la FIG. 88, se utilizaron sublecturas provenientes de una guia de ondas de modo cero (ZMW) para
construir una secuencia consenso 8802 (también conocida como secuencia consenso circular, CCS). Se calcularon
los valores cinéticos promedio en cada posicién en un CCS, que incluyen, pero no se limitan a, los valores de PW e
IPD. El contexto de secuencia que rodea un sitio CpG se determiné a partir de CCS en base a las secuencias en
direccién ascendente y en direccién descendente de ese sitio CpG. Por lo tanto, se construiria una ventana de
medicién como se define en esta divulgacién para el entrenamiento, con la ventana de medicién que incluye valores
PW, IPD y contexto de secuencia de acuerdo con las sublecturas con caracteristicas cinéticas relativas a CCS. Este
procedimiento evita la alineacién de sublecturas con un genoma de referencia.

Para probar el principio mostrado en la FIG. 88, utilizamos 601,942 sitios CpG no metilados que se originaron a partir
de ADN amplificado del genoma completo y 163,527 sitios CpG metilados que se originaron a partir de ADN tratado
con CpG metiltransferasa (por ejemplo, M.Sssl), formando el conjunto de datos de entrenamiento. Utilizamos 546,393
sitios CpG no metilados que se originaron a partir de ADN amplificado del genoma completo y 193,641 sitios CpG
metilados que se originaron a partir de ADN tratado con CpG metiltransferasa (por ejemplo, M.Sssl), formando el
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conjunto de datos de prueba. El conjunto de datos se generé a partir de ADN preparado con el Kit de Secuenciacién
Sequel 11 2.0.

Como se muestra en la FIG. 89, en una realizacién, utilizando caracteristicas cinéticas y contexto de secuencia
asociados con sublecturas y CCS para entrenar el modelo de red neuronal convolucional (CNN) para determinar la
metilacién, se podria lograr un valor de AUC de 0.94 y 0.95 para diferenciar sitios CpG metilados de sitios CpG no
metilados. en los conjuntos de datos de prueba y entrenamiento, respectivamente. En otras realizaciones, se podrian
utilizar otros modelos de redes neuronales, algoritmos de aprendizaje profundo, inteligencia artificial y/o algoritmos de
aprendizaje automatico.

Si establecemos un valor de corte de 0.2 para la probabilidad de metilacién, podriamos obtener una sensibilidad del
82.4 % y una especificidad del 91.7 % en la deteccién de sitios CpG metilados. Estos resultados ilustraron que se
podrian diferenciar los sitios CpG metilados y no metilados utilizando sublecturas con caracteristicas cinéticas sin la
alineacién previa con un genoma de referencia.

En otra realizacién, para determinar el estado de metilacién en los sitios CpG, también se podrian utilizar las
caracteristicas cinéticas junto con el contexto de secuencia directamente de sublecturas sin informacién CCS y
alineacién previa con un genoma de referencia. Utilizamos caracteristicas cinéticas que incluyen valores de PW e IPD
en posiciones que abarcan 20 nt en direccién ascendente y 20 nt en direccién descendente de un CpG presente en
una sublectura para entrenar un modelo CNN para determinar el estado de metilacion. Como se muestra en la FIG.
90, de acuerdo con las realizaciones en esta divulgacion, un AUC de la curva ROC que utiliza caracteristicas cinéticas
relacionadas con sublecturas fue de 0.70 y 0.69 para detectar sitios CpG metilados en conjuntos de datos de
entrenamiento y prueba, respectivamente. Estos datos sugirieron que seria factible utilizar las realizaciones en esta
divulgacidén para inferir los patrones de metilacién para una molécula de ADN utilizando caracteristicas cinéticas
asociadas con sublecturas pero sin una alineacién y construccién previa de secuencias consenso. Sin embargo, el
rendimiento de la determinacién de la metilaciéon en esta realizacién fue inferior al de las realizaciones que utilizan
combinatoriamente la informacién de alineacién o secuencias consenso como se describe en esta divulgacién. Se
podria imaginar que la precisién potenciada en la generacién de sublecturas y valores cinéticos mejoraria el
rendimiento de la determinacién de las modificaciones base utilizando sublecturas y sus caracteristicas cinéticas
asociadas.

2. Andlisis de metilacién de regiones suprimidas utilizando secuenciacién en tiempo real de una Unica molécula dirigida

Los métodos descritos en el presente documento también se pueden aplicar para analizar una o0 més regiones
gendmicas seleccionadas. En una realizacidn, la(s) regién(es) de interés se pueden enriquecer primero mediante un
método de hibridacién que permite la hibridacién de moléculas de ADN de las regiones de interés con oligonucleétidos
sintéticos con secuencias complementarias. Para el anélisis de la metilaciéon utilizando los métodos descritos en el
presente documento, las moléculas de ADN diana no se pueden amplificar mediante PCR antes de someterlas a
secuenciacidén porque la informacién de metilacién en la molécula de ADN original no se transferiria a los productos
de la PCR. Se han desarrollado varios métodos para enriquecer estas regiones objetivo sin realizar una amplificacién
por PCR.

En otra realizacion, la(s) regién(es) diana se pueden enriquecer mediante el uso del sistema CRISPR-Cas9 (Stevens
et al. PLOS One 2019;14(4):e0215441; Watson et al. Lab Invest 2020;100: 135-146). En una realizacién, los extremos
de las moléculas de ADN en una muestra de ADN se desfosforilan primero, de tal manera que no sean susceptibles a
la ligacién directa a adaptadores de secuenciacién. Luego, la proteina Cas9 dirige la(s) regién(es) de interés con ARN
guia (ARNcr) para crear cortes de hebra doble. La(s) regién(es) de flanqueo interesado por cortes de hebra dobles en
ambos lados se ligarian luego a los adaptadores de secuenciacién especificados por la plataforma de secuenciacién
elegida. En otra realizacién, el ADN se puede tratar con exonucleasa para que las moléculas de ADN no unidas por
las proteinas Cas9 se degraden (Stevens et al. PLOS One 2019;14(4):e0215441). Como estos métodos no implican
amplificacién por PCR, se pueden secuenciar las moléculas de ADN originales con metilacién y se determinara la
metilacién. En una realizacion, este método se puede utilizar para dirigir un gran nimero de regiones que comparten
secuencias homoélogas, por ejemplo, las repeticiones largas de elementos nucleares intercalados (LINE). En un
ejemplo, dicho analisis se puede utilizar para el analisis del ADN libre de células circulante en el plasma materno para
la deteccidén de aneuploidias fetales (Kinde et al. PLOS One 2012;7(7):e41162.

Como se muestra en la FIG. 91, la secuenciacién en tiempo real de la molécula Unica dirigida se puede implementar
mediante el wuso del sistema CRISPR (repeticiones palindrémicas cortas agrupadas regularmente
interespaciadas)/Cas9 (proteina 9 asociada a CRISPR). Los fragmentos de ADN (por ejemplo, la molécula 9102) que
llevaban grupos fosforilo 5’ (es decir, 5’-P) y grupos hidroxilo 3’ (es decir, 3'-OH) se sometieron a un proceso de bloqueo
terminal mediante el cual se eliminé el 5°-P y 3'-OH se ligd con didesoxinucleétidos (es decir, ddNTP). Por lo tanto, las
moléculas resultantes (por ejemplo, la molécula 9104) cuyos extremos se modificaron no pudieron ligarse con
adaptadores para la posterior preparacién de la biblioteca de ADN. Sin embargo, las moléculas bloqueadas en los
extremos se sometieron a una escision especifica diana mediada por el sistema CRISPR/Cas9, que introduce
terminales 5-P y 3'-OH en las moléculas de interés. Dichas moléculas de ADN recién escindidas (por ejemplo, la
molécula 9106) que llevan terminales 5-P y 3’-OH adquirieron la capacidad de ligarse con adaptadores de horquilla
para formar la molécula circular 9108. Los adaptadores no ligados, el ADN lineal y las moléculas que solo llevan una
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escision se sometieron a digestion con exonucleasa Ill y VII. Como resultado, las moléculas ligadas con dos
adaptadores de horquilla se enriquecieron y se sometieron a secuenciacién en tiempo real de Unica molécula. Estas
moléculas diana eran adecuadas para el andlisis de metilacién de acuerdo con las realizaciones presentes en esta
divulgacidn (es decir, secuenciacién en tiempo real de molécula Unica dirigida).

Como se muestra en la FIG. 92, la proteina Cas9 en el sistema CRISPR/Cas9 interactué con el ARN guia (es decir,
ARNg), que incluye ARN CRISPR (ARNcr, responsable de la orientacién del ADN) y ARNcr transactivador (ARNtracr,
responsable de formar el complejo con Cas9) (Pickar- Oliver et al. Nat Rev Mol Cell biol. 2019;20:490-507). La forma
curva representa la proteina Cas9, que es una enzima que utiliza secuencias CRISPR como guia para reconocer y
cortar hebras especificas de ADN que son complementarias a una parte de las secuencias CRISPR. EI ARNcr se
hibridé con ARNtracr. En una realizacién, una secuencia de ARN Unica sintética contenia secuencias de ARNcr y
ARNtracr, denominada ARN guia Unica (ARNgu). Un segmento del ARNcr, denominado secuencia espaciadora,
guiaria a la proteina Cas9 para reconocer y cortar hebras especificas de ADN de hebra doble (ADNhd), a través del
emparejamiento de bases complementarias con la regién dirigida. En una realizacién, no hubo emparejamientos
incorrectos involucradas en la complementariedad entre la secuencia espaciadora y el ADNhd dirigido. En otra
realizacién, el emparejamiento de bases complementarias entre la secuencia espaciadora y el ADNhd dirigido
permitiria emparejamientos erréneos. Por ejemplo, el nUmero de emparejamientos erréneos es, pero no se limita a, 1,
2,3,4,5,6,7, 8, etc. En una realizacidn, las secuencias CRISPR serian programables, dependiendo de la eficiencia
de corte, la especificidad y la sensibilidad. y la capacidad de multiplexacién para diferentes disefios complejos
CRISPR/Cas.

Como se ilustra en la FIG. 93, disefiamos un par de complejos CRISPR/Cas9 dirigidos a dos cortes que abarcan un
elemento Alu en un genoma humano. ‘XXX’ indica tres nucleétidos que flanquean el sitio de corte de la nucleasa Cas9.
‘YYY’ indica tres nucleétidos correspondientes complementarios a ‘XXX'. 5-NGG representa la secuencia del motivo
adyacente al protoespaciador (PAM). En otros sistemas CRISPR/Cas, la secuencia PAM puede ser diferente y las
secuencias que flanquean un sitio de corte de la nucleasa Cas pueden ser diferentes. En esta figura, una region Alu
tenia un tamafio de 223 bp. Se presentan 1,175,329 regiones Alu, cada una de las cuales contenia homélogos de
dicho elemento Alu en un genoma humano. Una mediana de 5 sitios CpG residian en este elemento Alu (rango: 0-34).
Como un ejemplo, este disefio contenia un ARNcr de 36 nt que contenia una secuencia espaciadora de 20 nt. La
informacién detallada de la secuencia de ARNg se muestra a continuacion:

Un primer complejo CRISPR/Cas9 para introducir un primer corte: (todas las secuencias desde 5 hasta 3’)
ARNcr: GCCUGUAAUCCCAGCACUUUGUUUUAGAGCUAUGCU

ARNTtracr:
AGCAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGAAAAAGUGGCACC
GAGUCGGUGCUUU

Un segundo complejo CRISPR/Cas9 para introducir un segundo corte:

ARNcr: AGGGUCUCGCUCUGUCGCCCGUUUUAGAGCUAUGCU

ARNTtracr:

AGCAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGAAAAAGUGGCACC
GAGUCGGUGCUUU

Las moléculas de ARNcr se hibridaron con un ARNtracr (por ejemplo, 67 nt) para formar la estructura principal de
ARNg. La nucleasa Cas9 con ARNg disefiado puede escindir ambas hebras de moléculas bloqueadas en los extremos
que albergan los sitios de corte especificos, con un cierto nivel de especificidad. Habia 116,184 regiones Alu de interés
en un genoma humano que se suponia que debian ser cortadas por los complejos CRISPR/Cas9 disefiados. Por lo
tanto, aquellas regiones Alu después del corte dirigido por complejos Cas9 se pueden ligar con adaptadores de
horquilla. Aquellas moléculas ligadas con adaptadores de horquilla se pueden secuenciar mediante secuenciacién en
tiempo real de Unica molécula. Los patrones de metilacién para esas regiones Alu se pueden determinar de manera
dirigida. En una realizacién, las secuencias espaciadoras de dos complejos Cas9 pueden tener pares de bases con la
misma hebra (por ejemplo, hebra de Watson o hebra de Crick) de un sustrato de ADN de hebra doble. En una
realizacién, las secuencias espaciadoras en ARNg de dos complejos Cas9 se pueden aparear por bases con las
diferentes hebras de un sustrato de ADN de hebra doble. Por ejemplo, una secuencia espaciadora en un complejo
Cas9 era complementaria a la hebra de Watson de un sustrato de ADN de hebra doble y la otra secuencia espaciadora
en un complejo Cas9 era complementaria a la hebra de Crick de un sustrato de ADN de hebra doble, o viceversa.

En una realizacién, las moléculas de ADN ligadas con adaptadores de horquilla tenian forma circular, lo que seria
resistente a la digestion con exonucleasa. Por lo tanto, se puede tratar el producto de ADN ligado al adaptador con
exonucleasa (por ejemplo, exonucleasa Il y VII) para eliminar el ADN lineal (por ejemplo, moléculas de ADN fuera de
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diana). Esta etapa con el uso de exonucleasas puede enriquecer aln mas las moléculas dirigidas. Los tamafios de las
moléculas dirigidas que se van a secuenciar dependian del tamafio que abarca entre dos sitios de corte introducidos
por una o mas nucleasas Cas9, por ejemplo, que incluyen, pero no se limitan a, 10 bp, 20 bp, 30 bp, 40 bp, 50 bp, 100
bp, 200 bp, 300 bp, 400 bp, 500 bp, 1000 bp, 2000 bp, 3000 bp, 4000 bp, 5000 bp, 10 kb, 20 kb, 30 kb, 40 kb, 50 kb,
100 kb, 200 kb, 300 kb, 500 kb y 1 Mb.

Como un ejemplo, utilizando Cas9 con ARNg dirigido a regiones Alu, secuenciamos 187,010 moléculas de una muestra
de tejido tumoral de carcinoma hepatocelular humano (HCC), utilizando secuenciacién en tiempo real de Unica
molécula. Entre ellas, 113,491 moléculas llevaban cortes dirigidos (es decir, la tasa de escisién en diana era de
alrededor del 60.7 % de las moléculas). El conjunto de datos se generd a partir de ADN preparado con el Kit de
Secuenciacién Sequel Il 2.0. En otras palabras, la especificidad de los sitios de corte introducidos en las moléculas de
interés por los complejos Cas9 en este ejemplo fue del 60.7 %. En otras realizaciones, la especificidad de los sitios de
corte introducidos en las moléculas de interés por Cas9 u otros complejos de Cas se variaria, que incluyen, pero no
se limitan a, 1 %, 5 %, 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % y 100 %. Los valores de IPD, PW y el
contexto de secuencia derivados de CCS y sublecturas sin alineacién con un genoma de referencia se utilizaron para
determinar el estado de metilacién en sitios CpG en secuencias Alu.

Como se muestra en la FIG. 94, observamos una distribucién de metilaciéon similar entre los niveles de metilacién
determinados mediante secuenciacién con bisulfito y secuenciacién en tiempo real de Unica molécula de acuerdo con
la divulgacion. La FIG. 94 muestra histogramas de densidades de metilacién (en porcentaje) para secuenciacion con
bisulfito y secuenciacién en tiempo real de Unica molécula (Pacific Biosciences). El eje y indica la proporcién de
moléculas en la muestra con la densidad de metilacién particular mostrada en el eje x. Este resultado sugirié que era
factible determinar los patrones de metilacién utilizando secuenciacién en tiempo real de Unica molécula dirigida
mediada por Cas9. Este resultado también sugirié6 que se podria determinar la metilacidén utilizando caracteristicas
cinéticas asociadas a sublecturas, que incluyen los valores de PW e IPD sin alineacién con un genoma de referencia.
Como se muestra en la FIG. 94, observamos una cantidad considerable de regiones Alu que mostraban hipometilacién,
lo que era consistente con el conocimiento previo de que el genoma del cancer se desmetilaria en regiones repetidas
de Alu (Rodriguez et al. Nucleic Acids Res. 2008; 36:770-784).

La FIG. 95 muestra la distribuciéon de los niveles de metilacion determinada por secuenciacién en tiempo real de
molécula Unica, de acuerdo con la divulgacion en el eje y y la densidad de metilacién determinada por secuenciacion
con bisulfito en el eje x. Como se muestra en la FIG. 95, los niveles de metilacién en las regiones de Alu se agruparon
en 5 categorias, a saber, 0 - 20 %, 20 - 40 %, 40 - 60 %, 60 - 80 % y 80 - 100 % de acuerdo con los resultados de la
secuenciacién con bisulfito. Nuestro modelo determiné ademas los niveles de metilacién del mismo conjunto de
regiones Alu utilizando las ventanas de medicién que incluyen caracteristicas cinéticas y contexto de secuencia (eje
y) para cada categoria de regiones Alu. La distribucién de los niveles de metilaciéon determinados por nuestro modelo
aument6 gradualmente de acuerdo con los érdenes ascendentes de los niveles de metilacion en las categorias
agrupadas. Nuevamente, estos resultados sugirieron que es factible determinar los patrones de metilacién utilizando
secuenciacion en tiempo real de Unica molécula dirigida mediada por Cas9. Se puede determinar la metilacién
utilizando caracteristicas cinéticas asociadas a sublecturas, que incluyen los valores de PW e IPD sin alineacién con
un genoma de referencia.

En todavia otra realizacién, se pueden utilizar otros tipos de sistemas CRISPR/Cas, por ejemplo, pero no se limitan a,
Cas12a, Cas3 y otros ortélogos (por ejemplo, Cas9 de Staphylococcus aureus) o proteinas Cas disefiadas por
ingenieria (Acideminococcus spp Cas12a potenciada) para realizar una secuenciacién especifica en tiempo real de
Unica molécula.

En una realizacién, se puede utilizar Cas9 desactivado (dCas9), sin actividad nucleasa, para enriquecer las moléculas
dirigidas sin escision. Por ejemplo, las moléculas de ADN dirigidas estaban unidas por el complejo que comprende
dCas9 biotinilado y ARNg especificos de la secuencia diana. Es posible que dCas9 no corte estas moléculas de ADN
dirigidas porque dCas9 tenia deficiencia de nucleasa. A través del uso de perlas magnéticas recubiertas de
estreptavidina, se pueden enriquecer las moléculas de ADN dirigidas.

En una realizacién, se pueden utilizar las exonucleasas para digerir la mezcla de ADN después de incubarla con
proteinas Cas. Las exonucleasas pueden degradar las moléculas de ADN no unidas a la proteina Cas, mientras que
las exonucleasas pueden no degradarse o pueden ser en gran medida menos eficientes en degradar las moléculas
de ADN unidas a la proteina Cas. Por lo tanto, la informacién relativa a las moléculas diana unidas por las proteinas
Cas puede enriquecerse aln mas en los resultados finales de la secuenciacién.

La FIG. 96 muestra una tabla de tejidos y los niveles de metilaciéon de regiones Alu en los tejidos. Muchos tejidos
muestran niveles de metilaciéon en el rango del 85 %-92 %, que se incluye en el rango del 88 % al 92 %. El tejido
tumoral de HCC vy el tejido de placenta mostraron niveles de metilacién inferiores al 80 %. Como se ve en la FIG. 96,
se mostré que eltumor HCC estaba frecuentemente hipometilado en las regiones Alu que fueron dirigidas por nuestros
disefios. Por lo tanto, la determinaciéon de metilacién de regiones Alu presentes en esta divulgacién se puede utilizar
para detectar, estadificar y monitorizar canceres durante la progresion o el tratamiento del tumor utilizando ADN
extraido de biopsias de tumores u otros tejidos o células.
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La hipometilacién de tejidos placentarios a través de regiones Alu se puede utilizar para realizar pruebas prenatales
no invasivas utilizando el ADN plasmatico de mujeres embarazadas. Por ejemplo, un mayor grado de hipometilacién
puede indicar una mayor fraccién de ADN fetal en una mujer embarazada. En otro ejemplo, si una mujer esta
embarazada de un feto con aneuploidia cromosdmica, el nimero de fragmentos de Alu procedentes de un cromosoma
afectado detectado mediante este enfoque puede ser cuantitativamente diferente (es decir, aumentado o disminuido)
que el de las mujeres embarazadas con fetos euploides. Por lo tanto, si un feto tiene trisomia 21, entonces el nimero
de fragmentos de Alu que se originan en el cromosoma 21 detectados mediante este método puede aumentar en
comparacién con las mujeres embarazadas con fetos euploides. Por otro lado, si un feto tiene un cromosoma
monosoémico, entonces el nimero de fragmentos de Alu que se originan en ese cromosoma detectados mediante este
método puede disminuir en comparacidén con las mujeres embarazadas con fetos euploides. En comparacién con los
cromosomas no afectados, la determinacidn de la presentacién de hipometilacién adicional de un cromosoma afectado
(13, 18 0 21) en plasma se puede utilizar como indicador molecular para diferenciar mujeres embarazadas con fetos
normales y anormales.

3. Analisis de metilacién en las regiones Alu a las que se dirige el complejo Cas9 para diferentes tipos de cancer

Aunque las repeticiones de Alu a las que nos dirigimos estaban altamente metiladas en diferentes tejidos, planteamos
la hipétesis de que diferentes tipos de cancer albergarian diferentes patrones de desmetilaciéon en esas repeticiones
de Alu. En una realizacién, se puede utilizar la secuenciacion en tiempo real de una Unica molécula dirigida basada en
Cas9 para analizar los patrones de metilacién para determinar diferentes tipos de cancer de acuerdo con la presente
divulgacién en el presente documento.

La FIG. 97 muestra un analisis de agrupamiento de sefiales de metilacién relacionadas con repeticiones de Alu para
diferentes tipos de cancer. Los sujetos con cancer de la base de datos TCGA (www.cancer.gov/about-
nciforganization/ccg/research/structural-genomics/tcga) tenian un estado de metilacién en los sitios CpG analizados
utilizando tecnologia de microarrays (Infinium HumanMethylation450 BeadChip, Illumina Inc). Se analizaron los
estados de metilacién en 3,024 sitios CpG presentes en el chip de micromatriz y que se superponen con las regiones
Alu a las que se dirigen los complejos CRISPR/Cas9. Hay una serie de CpG que se originan en las regiones Alu de
interés en un paciente. El nivel de metilacién de cada CpG se cuantific6 mediante micromatriz (también llamado indice
de metilaciéon o valor beta). Realizamos un analisis de agrupamiento jerarquico basado en una serie de niveles de
metilacién en esos sitios CpG en todos los pacientes. Por lo tanto, los pacientes con un patrén similar de niveles de
metilacién en esos sitios CpG se agruparian formando un clado. La similitud de los patrones de metilacién entre
diferentes pacientes estaria indicada por los valores de altura en el dendrograma de agrupamiento. La altura se calculd
de acuerdo con distancias euclidianas en este ejemplo. En otras realizaciones, se utilizarian otras métricas de
distancia, que incluyen, pero no se limitan a distancias de Minkowski, Chebychev, Mahalanobismo, Manhattan,
Coseno, Correlacién, Spearman, Hamming, Jaccard, etc. La altura utilizada en el presente documento representa el
valor de la métrica de distancia entre grupos, lo que refleja la relacion entre los grupos. Por ejemplo, si uno observaba
dos agrupaciones fusionados a una altura x, sugeria que la distancia entre esas agrupaciones era x (por ejemplo, la
distancia promedio entre todos los pacientes entre grupos).

Con el uso de los estados de metilacién en los sitios CpG, los pacientes se agruparon en diferentes grupos distintos
dependiendo de los tipos de cancer en los resultados del analisis de agrupacion. Los tipos de cancer incluyeron
carcinoma urotelial de vejiga (BLCA), carcinoma invasivo de mama (BRCA), cistadenocarcinoma seroso de ovario
(OV), adenocarcinoma de pancreas (PAAD), HCC, adenocarcinoma de pulmén (LUAD), adenocarcinoma de estémago
(STAD), melanoma cutaneo de piel (SKCM) y carcinosarcoma uterino (UCS). El numero después del tipo de cancer
en la figura indica un paciente. Por lo tanto, la agrupacién sugiere que las sefiales de metilacién en las repeticiones
de Alu que seleccionamos fueron informativas para clasificar los tipos de cancer, que incluyen los tipos de cancer no
mostrados en la FIG. 97. En una realizacién, se pueden diferenciar los tumores primarios y secundarios en base a los
patrones de metilacién en una biopsia de tejido.

4. Valores de corte de tamafio y profundidad de sublectura

Esta secciéon muestra que se pueden utilizar valores de corte de profundidad y/o tamafio de sublectura para mejorar
la precisién y/o eficiencia de la deteccién de metilacién de acuerdo con la invencién. La preparacién de la biblioteca
puede modificarse para probar ciertas profundidades o tamafios de sublecturas.

Sobre la base del Kit de Secuenciacién Sequel Il 2.0, analizamos el efecto de la profundidad de lectura en la
cuantificacion del nivel de metilacién general en los conjuntos de datos de prueba que se generaron a partir de
muestras después de la amplificacién del genoma completo o el tratamiento con M.Ssssl. Estudiamos sitios genémicos
que estaban cubiertos por sublecturas con al menos un valor de corte determinado, por ejemplo, pero no se limitan a,
= 1x, 10x, 20x, 30x, 40x, 50x, 60x, 70x, 80x, 90x, 100x, etc.

La FIG. 98A muestra el efecto de la profundidad de lectura en la cuantificacién general del nivel de metilacién en los
conjuntos de datos de prueba que estuvieron involucrados con la amplificacién del genoma completo. La FIG. 98B
muestra el efecto de la profundidad de lectura en la cuantificacién general del nivel de metilacién en los conjuntos de
datos de prueba que estuvieron involucrados con el tratamiento con M. Ssssl. El eje y muestra el nivel general de
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metilacion como un porcentaje. El eje x muestra la profundidad de las sublecturas. Las lineas discontinuas indican los
valores esperados de los niveles generales de metilacién.

Como se muestra en la FIG. 98A, para el conjunto de datos que involucra la amplificacién del genoma completo, la
metilacién general disminuyé en los pocos valores de corte iniciales, tal como, pero no limitados a, 1x, 10x, 20x, 40x,
50x, que varian desde el 5.7 % hasta el 5.2 %. Los niveles de metilacién se estabilizaron progresivamente alrededor
del 5 % con un calor de corte de 50x 0 més.

Por otro lado, en la FIG. 98B, para el conjunto de datos generado a partir de muestras después del tratamiento con
M.Ssssl, la metilacién general aumenté en los pocos valores de corte iniciales, tales como, pero no limitados a, 1x,
10x, 20x, 40x, 50x, que varian desde el 70 % hasta el 83 %. Los niveles de metilacién se estabilizaron progresivamente
en alrededor del 83 % con el limite de 50x 0 mas.

En una realizacién, se podrian ajustar los valores de corte de profundidad de la sublectura, haciendo que la realizacién
del analisis de metilacidn sea factible en diferentes aplicaciones. En otras realizaciones, se podria utilizar el valor de
corte de profundidad de sublectura menos estricto para obtener més ZMW (es decir, nimero de moléculas) que fueran
adecuados para el anélisis en direccién descendente. En todavia otra realizacion, se podria calibrar la lectura de los
niveles de metilacién determinados por SMRT-seq de acuerdo con la divulgacién para una segunda medicién, por
ejemplo, pero no limitada a BS-seq, PCR de gotitas digitales (en muestras convertidas con bisulfito), PCR especifica
de metilacién, o anticuerpos de unién a citosina metilados u otras proteinas. En otra realizacién, se obtendria una
segunda medicién al someter las moléculas de ADN después de la amplificacion del genoma completo retenido en
5mC a BS-seq, PCR de gotitas digitales (en muestras convertidas con bisulfito), PCR especifica de metilacién o
secuenciacion del genoma enriquecida con proteinas (MBD-seq) del dominio de unién a metil-CpG (MBD). Como un
ejemplo, la amplificaciéon del genoma completo retenido en 5mC podria estar mediada por la ADN primasa TthPrimPol,
la polimerasa phi29 y la DNMT1 (ADN metiltransferasa 1).

Analizamos los niveles de metilaciéon en varios tipos de céncer y tejidos no tumorales para diferentes profundidades
de sublecturas. Los niveles de metilacién determinados por SMRT-seq de acuerdo con la divulgacién también se
compararon con los resultados de la secuenciacién BS-seq. Utilizando el Kit de Secuenciacidén Sequel Il 2.0, obtuvimos
una mediana de 43 millones de sublecturas (rango intercuartil (IQR): 30 - 52 millones), lo que permitié generar una
mediana de 4.6 millones de secuencias de consenso circulares (CCS) que se alinearon con un genoma humano de
referencia (IQR: 2.8 — 5.8 millones). Entre esas muestras, 22 muestras también se sometieron a una secuenciacidn
masiva de bisulfito paralela (BS-seq) bien establecida para determinar los patrones de metilacién, lo que proporciona
una segunda medicién para comparar los niveles de metilacién.

La FIG. 99 muestra una comparacién entre los niveles de metilacion generales determinados por SMRT-seq (Kit de
Secuenciacién Sequel Il 2.0) de acuerdo con la divulgacién y BS-seq con el uso de diferentes valores de corte de
profundidad de sublectura. El nivel de metilacién como porcentaje determinado por SMRT-seq se muestra en el eje y.
El nivel de metilacién como porcentaje determinado mediante secuenciacién con bisulfito esta en el eje x. Los simbolos
indican diferentes profundidades de sublecturas de 1x, 10x y 30x. Las tres lineas diagonales muestran lineas ajustadas
para las diferentes profundidades de sublectura.

La FIG. 99 mostraron que los niveles de metilacién en los sitios CpG determinados por SMRT-seq de acuerdo con la
divulgacién estaban bien correlacionados con (r = 0.8; valor de P <0.0001) los determinados por BS-seq, al analizar
sitios gendmicos que estaban cubiertos por sublecturas al menos una vez. (es decir, valor de corte de profundidad de
sublectura = 1x). Estos resultados sugirieron que las realizaciones presentes en esta divulgacién se podrian utilizar
para medir los niveles de metilacion para diferentes tipos de tejido, que incluyen, pero no se limitan a, cancer
colorrectal, tejidos colorrectales, cancer de eséfago, tejidos de eséfago, cancer de mama, tejidos de mama no
cancerosos. carcinoma de células renales, tejidos de rifién, cancer de pulmén y tejidos de pulmédn. También
observamos que la correlacién entre estas dos mediciones mejoré a 0.87 (valor de P <0.0001) y 0.95 (valor de P
<0.0001) a medida que los valores de corte de profundidad de la sublectura aumentaron a 10x y 30x, respectivamente.
En algunas realizaciones, el aumento de la profundidad de las sublecturas o la seleccién de regiones genémicas con
una cobertura de mas sublecturas mejoraria el rendimiento de la determinacién de metilaciéon basada en SMRT-seq
de acuerdo con la divulgacion.

La FIG. 100 es una tabla que muestra el efecto de la profundidad de la sublectura en la correlacién de los niveles de
metilacién entre dos mediciones mediante SMRT-seq (Kit de Secuenciacién Sequel Il 2.0) y BS-seq. La primera
columna muestra el valor de corte de profundidad de la sublectura. La segunda columna muestra la r de Pearson, un
coeficiente de correlacidn. La tercera columna muestra el nimero de sitios CpG asociados con el valor de corte, con
el rango del nimero de sitios entre paréntesis.

Como se muestra en la FIG. 100, la correlacién de los niveles de metilacién entre dos mediciones mediante SMRT-
seq y BS-seq varié de acuerdo con los diferentes valores de corte de profundidad de la sublectura. En una realizacién,
se podria hacer uso de la relacién entre los valores de corte de profundidad de la sublectura y los coeficientes de
correlacion (por ejemplo, el coeficiente de correlacién de Pearson) entre dos mediciones para determinar el valor de
corte 6ptimo de la profundidad de la sublectura para diferenciar citosinas metiladas de citosinas no metiladas. La FIG.
100 mostré que con un valor de corte de profundidad de sublectura de 30x (es decir, = 30x), los niveles de metilacion
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medidos por SMRT-seq de acuerdo con esta divulgacién dieron la correlacién més alta con los resultados producidos
por BS-seq (r de Pearson = 0.952). En otras realizaciones, se pueden utilizar, pero no se limitan a, valores de corte de
profundidad de sublectura de 1x, 10x, 30x, 40x, 50x, 60x, 70x, 80x, 900x, 100x, 200x, 300x, 400x, 500x, 600x, 700x,
800x., etc.

El nimero de sitios CpG utilizados para el analisis de metilacién disminuye con un aumento del valor de corte de
profundidad de la sublectura, como se muestra en la FIG. 100. Con un valor de corte de profundidad de sublectura de
100x, se observd una correlacidn mas baja (r de Pearson = 0.875) entre dos mediciones de niveles de metilacién, en
comparacién con un valor de corte de profundidad de sublectura de 30x (r de Pearson = 0.952). La correlacién mas
baja para un valor de corte de sublectura més alto se puede atribuir al menor nimero de sitios CpG que cumplieron
con los valores de corte de profundidad de sublectura méas estrictos. En una realizacién, se puede considerar el
equilibrio entre el requisito de profundidad de sublectura y el nimero de moléculas que se pueden utilizar para el
analisis de metilacién. Por ejemplo, si el objetivo fuera escanear un genoma completo en busca de patrones de
metilacién, podrian ser deseables mas moléculas. Si uno se centra en una regién particular con el uso de SMRT-seq
dirigido, puede ser deseable una mayor profundidad de sublectura para obtener patrones de metilacién para esa
region.

La FIG. 101 muestra la distribuciéon de profundidad de sublectura con respecto a los tamafios de fragmentos en los
datos generados por el Kit de Secuenciacién Sequel I 2.0. La profundidad de las sublecturas se muestraenelejeyy
la longitud de la molécula de ADN se muestra en el eje x. Las longitudes de las moléculas de ADN se dedujeron del
tamafio de las secuencias circulares consenso (CCS).

Como la profundidad de la sublectura puede afectar el rendimiento de la determinacién de metilacién utilizando datos
de SMRT-seq y la profundidad de la sublectura es una funcién de la longitud de una molécula de ADN que se
secuencia, los tamafios de las moléculas de ADN pueden ser cruciales para obtener una profundidad de sublectura
6ptima para analizar patrones de metilacién en una muestra. Como se muestra en la FIG. 101, cuanto mas largo es el
ADN, menor es la profundidad de la sublectura. Por ejemplo, para la poblacién de moléculas con un tamafio de 1 kb,
la profundidad mediana de la sublectura fue 50x. Para la poblacién de moléculas con un tamafio de 10 kb, la
profundidad mediana de la sublectura fue de 15x.

En una realizacién, como se muestra en la FIG. 100, el valor de corte éptimo de profundidad de sublectura puede ser
al menos 30x, lo que da como resultado el coeficiente de correlacién mas alto. Para mejorar aiin més el rendimiento
de las moléculas que cumplirian el valor de corte de profundidad de sublectura 6ptimo de 30x, se puede hacer uso de
la relacién entre las profundidades de sublectura y las longitudes de las moléculas plantilla de ADN. Por ejemplo, en
la FIG. 101, 30x es la profundidad mediana de sublectura para moléculas que tienen una longitud de aproximadamente
4 kb. Por lo tanto, se pueden fraccionar moléculas de ADN de 4 kb antes de la preparacion de la biblioteca SMRT-seq
y limitar la secuenciacién a las moléculas de ADN de 4 kb. En otras realizaciones, se podrian utilizar otros valores de
corte de tamafio para el fraccionamiento de moléculas de ADN, que incluyen, pero no se limitan a, 100 bp, 200 bp,
300 bp, 400 bp, 500 bp, 600 bp, 700 bp, 800 bp, 900 bp, 1 kb, 2 kb, 3 kb, 4 kb, 5 kb, 6 kb, 7 kb, 9 kb, 10 kb, 20 kb, 30
kb, 40 kb, 50 kb, 60 kb, 70 kb, 80 kb, 90 kb, 100 kb, 500 kb, 1 Mb, o diferentes combinaciones de valores de corte de
tamafio.

5. Secuenciacién en tiempo real de molécula Unica dirigida basada en enzimas de restriccién

Esta seccién describe el uso de enzimas de restriccion para mejorar la practicabilidad y/o el rendimiento y/o la
rentabilidad de la deteccién de modificaciones. Los fragmentos de ADN generados con enzimas de restriccién se
pueden utilizar para determinar el origen de una muestra.

a) Utilizacidén de enzimas de restriccién para digerir moléculas de ADN.

También describimos c6mo se pueden utilizar una 0 mas enzimas de restriccién para digerir moléculas de ADN antes
de la secuenciacién en tiempo real de Gnica molécula (por ejemplo, utilizando el sistema Pacific Biosciences). Debido
a que la distribucién de los sitios de reconocimiento de las enzimas de restriccion estaria presente de manera desigual
en un genoma humano, el ADN digerido por las enzimas de restriccién puede generar una distribucién de tamafio
sesgada. Las regiones genémicas con més sitios de reconocimiento de enzimas de restriccion se pueden digerir en
fragmentos més pequefios, mientras que las regiones gendmicas con menos sitios de reconocimiento de enzimas de
restriccién se pueden digerir en fragmentos mas largos. De acuerdo con los rangos de tamafio, se pueden obtener
selectivamente las moléculas de ADN que se originan desde una o més regiones que tienen patrones de corte similares
de una o mas enzimas de restricciéon. Los rangos de tamafio deseados para la seleccién de tamafio se pueden
determinar mediante anélisis de corte in silico para una o0 mas enzimas de restricciéon. Se puede utilizar un programa
informatico para determinar el nimero de sitios de reconocimiento de enzimas de restricciéon de interés en un genoma
de referencia (por ejemplo, un genoma de referencia humano). Dicho genoma de referencia se cortd in silico en
fragmentos de acuerdo con esos sitios de reconocimiento, lo que proporcioné informacién sobre el tamafio de las
regiones genémicas de interés.

Con fines ilustrativos, la FIG. 126 muestra un método de secuenciaciéon en tiempo real de Unica molécula dirigida
basada en Mspl con el uso de reparacion de extremos de ADN y cola A. Como se muestra en la FIG. 126, se puede
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utilizar Mspl, que reconoce sitios 5C*"CGG3’, para digerir una muestra de ADN de un organismo, por ejemplo, pero no
se limitan a, una muestra de ADN humano. Los fragmentos de ADN digeridos con salientes 5’CG se sometieron a
seleccién de tamafio, enriqueciendo las moléculas de ADN originadas en las islas CpG. Las regiones genémicas que
estan enriquecidas con residuos G y C (también llamados contenido de GC) pueden generar fragmentos mas cortos.
Por lo tanto, se puede determinar el rango de tamafios de fragmentos para realizar la seleccién en funcién del
contenido de GC de las regiones de interés. Un experto en la técnica dispone de una variedad de herramientas de
seleccién del tamafio de fragmentos de ADN que incluyen, pero no se limitan a, electroforesis en gel, electroforesis
por exclusion de tamafio, electroforesis capilar, cromatografia, espectrometria de masas, enfoques de filtracién,
enfoques basados en precipitacion, microfluidos y nanofluidos. Las moléculas de ADN fraccionadas por tamafio se
sometieron a reparacidén del extremo del ADN y a una cola en A de tal manera que el producto de ADN deseado se
pudiera ligar con adaptadores de horquilla que llevaban un saliente en T &, formando plantillas de ADN circulares.

Después de la eliminacién de los adaptadores no ligados, el ADN lineal y el ADN circular incompleto, por ejemplo, pero
no se limita a, utilizando exonucleasas (por ejemplo, exonucleasa Il y VIlI), las moléculas de ADN ligadas con
adaptadores en horquilla se pueden utilizar para secuenciacién en tiempo real de Unica molécula para determinar la
IPD, PW y el contexto de secuencia para determinar los perfiles de metilacién como se divulga en el presente
documento. Al analizar las regiones genémicas enriquecidas con CpG, el ADN obtenido de diferentes tejidos o tejidos
con diferentes enfermedades y/o afecciones fisiolégicas o muestras biolégicas se puede distinguir y clasificar por su
perfil de metilacién determinado por los métodos de analisis de datos de secuenciacién de esta divulgacion.

Para la etapa que implica la seleccién de tamafio en la FIG. 126, los rangos de tamafio deseados se pueden determinar
mediante el anélisis de corte in silico de Mspl. Determinamos un total de 2,286,541 sitios de corte de Mspl en una
referencia humana. Se corté in silico un genoma de referencia humano en fragmentos de acuerdo con los sitios de
corte de Mspl. Obtuvimos un total de 2,286,565 fragmentos. El tamafio de cada fragmento individual se determiné por
el numero total de nucleétidos de ese fragmento.

Con fines ilustrativos, las FIG. 127Ay 127B muestran la distribucién de tamafio de los fragmentos digeridos con Mspl.
El eje y de estas cifras es la frecuencia en porcentaje para un tamafio particular de fragmento. La FIG. 127Atiene una
escala logaritmica para el eje x que varia desde 50 hasta 500,000 bp. La FIG. 127B tiene una escala lineal para el eje
X que varia desde 50 hasta 1,000 bp.

Como se muestra en las FIG. 127A y 127B, las moléculas de ADN digeridas con Mspl tienen una distribucién de
tamafio sesgada. El tamafio de mediana de los fragmentos digeridos con Mspl fue de 404 bp (IQR: 98 - 1411 bp).
Aproximadamente el 53 % de los fragmentos digeridos con Mspl tenian menos de 1 kb. Hubo una serie de picos en el
perfil de tamafio que podrian ser causados por elementos repetidos. Ciertos elementos repetidos pueden compartir
patrones similares de sitios de corte de Mspl, lo que lleva a un conjunto de moléculas derivadas de la digestién de
Mspl que poseian tamafios de fragmentos similares. Por ejemplo, el pico puntiagudo con la frecuencia mas alta (es
decir, un total de 49,079) correspondi6é a un tamafio de 64 bp. Entre ellos, 45,894 (94 %) estaban superpuestos con
repeticiones de Alu. Se pueden seleccionar moléculas de ADN con un tamafio de 64 bp para enriquecer las moléculas
de ADN que se originan a partir de repeticiones de Alu. Los datos sugieren que se puede utilizar la selecciéon de tamafio
para enriquecer las moléculas de ADN deseadas para el anélisis de metilacién en direccién descendente de acuerdo
con la divulgacién.

Con fines ilustrativos, la FIG. 128 muestra una tabla con el nimero de moléculas de ADN para ciertos rangos de
tamafio seleccionados. La primera columna muestra rangos de tamafio en pares de bases. La segunda columna
muestra el porcentaje de moléculas dentro de un rango de tamafio en relacién con el total de fragmentos. La tercera
columna muestra el nimero de moléculas dentro del rango de tamafio que se superponen a las islas CpG. La cuarta
columna muestra el porcentaje de moléculas dentro de un rango de tamafio que se superponen a las islas CpG. La
quinta columna muestra el nimero de sitios CpG que se secuencian. La sexta columna muestra el nimero de sitios
CpG que caen dentro de las islas CpG. La séptima columna muestra el porcentaje de sitios CpG dirigidos por seleccién
de tamafio y que caen dentro de islas CpG. Como se muestra en la FIG. 128, la cantidad de moléculas de ADN
generadas a partir de un genoma humano sometido a digestién con Mspl vari6é de acuerdo con los diferentes rangos
de tamafio en cuestién. El nUmero de moléculas de ADN que se superponian a las islas CpG varid con diferentes
rangos de tamario.

Como el motivo CCGG se produjo preferentemente en islas CpG, la seleccién de moléculas con un tamafio menor a
un cierto valor de corte puede permitir enriquecer las moléculas de ADN que se originan en islas CpG. Por ejemplo,
para un rango de tamafio de 50 a 200 bp, el nimero de moléculas fue 526,543, lo que representé el 23.03 % del total
de fragmentos de ADN derivados de un genoma humano sometido a digestién con Mspl. Entre 526,543 moléculas de
ADN, 104,079 (19.76 %) se superpusieron con islas CpG. Para un rango de tamafio de 600 a 800 bp, el numero de
moléculas fue 133,927, lo que representé el 5.86 % del total de fragmentos de ADN derivados de un genoma humano
sometido a digestion con Mspl. Entre 133,927 moléculas, 3,673 (2.74 %) moléculas se superpusieron con islas CpG.
Como un ejemplo, se puede seleccionar un tamafio de 50 a 200 bp para enriquecer fragmentos de ADN que se originan
en islas CpG.

Para calcular el grado de enriquecimiento de los sitios CpG que se superponen a las islas CpG a través de una
secuenciacién en tiempo real de Unica molécula dirigida basada en Mspl, realizamos una simulacién para ADN cortado
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por sonicacién, simulamos 526,543 fragmentos generados a partir de ZMW con un tamafio medio de 200 bp y una
desviacién estandar de 20 bp sobre la base de una distribucién normal. Sélo habia un 0.88 % de moléculas de ADN
superpuestas a las islas CpG. Un total de 71,495 sitios CpG se superpusieron con islas CpG. Como se muestra en la
FIG. 128, la seleccién de fragmentos digeridos con Mspl que varian desde 50 hasta 200 bp daria como resultado un
19.8 % de fragmentos que se superponen a las islas CpG. Por lo tanto, estos datos sugirieron que el ADN preparado
mediante digestién con Mspl puede tener un enriquecimiento de 22.5 veces en fragmentos de ADN que se originan
de islas CpG, en comparacién con el ADN preparado mediante sonicacién. Ademas, analizamos los sitios CpG que se
enriquecen en islas CpG a través de la digestion con Mspl. La seleccidén de fragmentos digeridos con Mspl que varian
desde 50 hasta 200 bp puede dar lugar a 885,041 sitios CpG que se superponen a islas CpG, lo que representa el
37.5 % del total de sitios CpG de fragmentos secuenciados dentro de ese rango de tamafio. Hubo un enriquecimiento
de 12.3 veces (es decir, 885,041/71,495) de los sitios CpG que se superponen a las islas CpG, en comparacién con
el del ADN preparado mediante sonicacién. En base a la informacién mostrada en la FIG. 128, se puede seleccionar
un rango de tamafio adecuado para incluir el nimero deseable de sitios CpG y el enriquecimiento de veces deseable
de los sitios CpG dentro de las islas CpG.

Con fines ilustrativos, la FIG. 129 es un gréfico del porcentaje de cobertura de sitios CpG dentro de islas CpG versus
eltamafio de los fragmentos de ADN después de la digestién con enzimas de restriccién. El eje y muestra el porcentaje
de sitios CpG dentro de islas CpG cubiertos por fragmentos que tienen los tamafios dados. El eje x muestra el limite
superior del rango de tamafio de los fragmentos de ADN después de la digestién con enzimas de restriccién. La FIG.
129 mostré el porcentaje de sitios CpG dentro de islas CpG que se cubrirdan al ampliar el rango de seleccién de tamafio.
En la Fig. 129, el rango de tamafio es desde 50 bp hasta el tamafio mostrado en el eje x. En otras realizaciones, el
limite inferior del rango de tamafio se puede personalizar, por ejemplo, pero no se limita a, 60 bp, 70 bp, 80 bp, 90 bp,
100 bp, 200 bp, 300 bp, 400 bp y 500 bp. Con la ampliacién del rango de tamafio al aumentar el limite de tamafio
superior, podemos observar que el porcentaje de cobertura de sitios CpG dentro de las islas CpG aumenta
gradualmente y se estabiliza en 65 %. Algunos de los sitios CpG no estan cubiertos porque estéan dentro de fragmentos
de ADN de menos de 50 bp o estan dentro de fragmentos dentro de moléculas extremadamente largas (por ejemplo,
>100,000 bp).

En algunas realizaciones, se puede analizar una muestra de ADN utilizando dos o mas enzimas de restriccion
diferentes (con diferentes sitios de restriccién) para aumentar la cobertura de sitios CpG dentro de islas CpG. La
digestién de la muestra de ADN por diferentes enzimas se puede llevar a cabo en reacciones individuales de tal manera
que solo haya una enzima de restriccién en cada reaccién. Por ejemplo, Accll, que reconoce sitios CG*"CG, se puede
utilizar para cortar preferentemente en islas CpG. En otras realizaciones, se pueden utilizar otras enzimas de
restriccion con dinucleétidos CG como parte del sitio de reconocimiento. Dentro del genoma humano, habia 678,669
sitios de corte Accll. Realizamos un corte in silico del genoma humano de referencia mediante restriccién Accll y
obtuvimos un total de 678,693 fragmentos. Luego realizamos una seleccidén de tamafio in silico de estos fragmentos y
calculamos el porcentaje de cobertura de los sitios CpG dentro de las islas CpG de acuerdo con el método descrito
anteriormente para la digestién con Mspl. Podemos observar un aumento gradual en el porcentaje de cobertura de
sitios CpG con la ampliacion del rango de seleccién de tamafio. El porcentaje de cobertura se estabiliza alrededor del
50 %. La cobertura de los sitios CpG aumenta aln mas al combinar datos de los dos experimentos de digestién
enzimatica, a saber, la digestién con Mspl y la digestién con Accll. El 80 % de los sitios CpG dentro de las islas CpG
se cubren a través de la seleccién de fragmentos de ADN con un tamafio de 50 bp a 400 bp. Este porcentaje es mayor
que los numeros respectivos de los experimentos de digestién con cualquiera de las dos enzimas solas. La cobertura
se puede aumentar aliin mas mediante el analisis de la muestra de ADN utilizando otras enzimas de restriccion. Si una
muestra de ADN se divide en dos alicuotas. Una alicuota se digiere con Mspl y la otra con Accll. Las dos muestras de
ADN digeridas se mezclan en moles iguales y se secuencian utilizando una secuenciacién en tiempo real de Unica
molécula con 5 millones de ZMW. En base al anélisis in silico, el 83 % de los sitios CpG dentro de las islas CpG (es
decir, 1,734,345) se secuenciarian al menos 4 veces en términos de secuencias de consenso circulares.

La FIG. 130 muestra una secuenciacién en tiempo real de Unica molécula dirigida basada en Mspl sin el uso de
reparacién de extremos de ADN y cola A. La ligacién entre las moléculas de ADN digeridas y los adaptadores de
horquilla se puede realizar sin el proceso de reparacidén del extremo del ADN y cola A. Se pueden ligar directamente
las moléculas de ADN digeridas que llevan salientes 5 CG con adaptadores de horquilla que llevan salientes 5’ CG,
formando la plantilla de ADN circular para la secuenciacién en tiempo real de Unica molécula. Después de la limpieza
de los adaptadores no ligados y los dimeros adaptadores autoligados, y en algunas realizaciones después de la
eliminacién de los adaptadores no ligados, el ADN lineal y el ADN circular incompleto, las moléculas de ADN ligadas
con adaptadores en horquilla pueden ser adecuadas para una secuenciacion en tiempo real de Unica molécula para
obtener la IPD, PW y el contexto de secuencia. El perfil de metilacién de una Unica molécula se determinaria utilizando
IPD, PW y contexto de secuencia de acuerdo con la divulgacién.

La FIG. 131 muestra una secuenciacién en tiempo real de Gnica molécula dirigida basada en Mspl con una probabilidad
reducida de autoligaciéon del adaptador. La base de citosina subyacente indica una base sin grupos fosfato 5. Para
minimizar la posibilidad de formacién de dimeros adaptadores autoligados que pueden ocurrir durante el proceso de
ligacién del adaptador, se pueden utilizar adaptadores de horquilla desfosforilados para realizar la ligacién del
adaptador con aquellas moléculas de ADN digeridas con Mspl. Es posible que esos adaptadores en horquilla
desfosforilados no formen dimeros adaptadores autoligados debido a la falta de grupos fosfato 5. Después de la
ligacién, el producto se sometid a la etapa de limpieza del adaptador para purificar las moléculas de ADN ligadas con
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adaptadores de horquilla. Las moléculas de ADN ligadas con adaptadores de horquilla que pueden llevar las mellas
se sometieron ademas a fosforilaciéon (por ejemplo, polinucledtido quinasa T4) y sellado de mellas mediante ADN
ligasa (por ejemplo, ADN ligasa T4). Ademés, se pueden realizar la eliminacién de los adaptadores no ligados, el ADN
lineal y el ADN circular incompleto. Las moléculas de ADN ligadas con adaptadores de horquilla eran adecuadas para
la secuenciacién en tiempo real de Unica molécula para obtener la IPD, PW y el contexto de secuencia. El perfil de
metilacién de una Unica molécula se determinaria utilizando IPD, PW y contexto de secuencia de acuerdo con la
divulgacion.

Ademas de Mspl, también se pueden utilizar otras enzimas de restriccién, tales como Smal, con un sitio de
reconocimiento CCCGGG.

El proceso de seleccién del tamafio deseado se puede realizar después de la etapa de reparacién final del ADN. El
proceso de seleccién del tamafio deseado se puede realizar después de la ligacién de los adaptadores de horquilla,
cuando se determiné el efecto de los adaptadores de horquilla en el resultado de la seleccién del tamafio. Los érdenes
de las etapas del procedimiento que involucran la secuenciacién en tiempo real de Unica molécula dirigida basada en
Mspl pueden cambiar dependiendo de las situaciones experimentales.

La seleccién del tamafio se llevaria a cabo utilizando métodos basados en electroforesis en gel y/o basados en perlas
magnéticas. En realizaciones, las enzimas de restriccién pueden incluir, pero no se limitan a, Bglll, EcoRI, EcoRlI,
BamHlI, Hindlll, Tagl, Notl, HinFl, Pvull, Sau3Al, Smal, Haelll, Hgal, Hpall, Alul, EcoRV, EcoP15l, Kpnl, Pstl, Sacl,
Sall, Scal, Spel, Sphl, Stul, Xbal y combinaciones de las mismas.

b) Distincién de tipos de muestras biolégicas con metilacion.

Esta seccién describe el uso de perfiles de metilaciéon determinados utilizando fragmentos generados por digestion
con enzimas de restriccién para facilitar la distincién entre diferentes muestras biol6gicas.

Evaluamos las diferencias en los perfiles de metilacién entre muestras biolégicas utilizando perfiles de metilacion
determinados por secuenciacién en tiempo real de Unica molécula basada en Mspl de acuerdo con las realizaciones
en esta divulgacién. Tomamos como ejemplo muestras de ADN de tejido placentario y de ADN de la capa leucocitaria.
Realizamos una simulacién por ordenador para generar los datos relacionados con la muestra de ADN de la placenta
y la capa leucocitaria sobre la base de una secuenciacién en tiempo real de Unica molécula dirigida basada en Mspl.
La simulacién se basd en los valores cinéticos que incluyen IPD y PW para cada nucleétido generado previamente
mediante la secuenciacién SMRT del ADN del tejido placentario y el ADN de la capa leucocitaria hasta la cobertura
del genoma completo utilizando el Kit de Secuenciacién Sequel Il 1.0. Luego simulamos la condicién mediante la cual
las muestras de ADN placentario y de ADN de la capa leucocitaria se sometieron a digestion con Mspl, seguida de
una seleccién de tamafio basada en gel utilizando un rango de tamafio de 50 a 200 bp. Las moléculas de ADN
seleccionadas se ligaron con adaptadores de horquilla para formar plantillas de ADN circulares. Las plantillas circulares
de ADN se sometieron a secuenciacién en tiempo real de Unica molécula para obtener la informacién con respecto a
IPD, PW 'y contexto de secuencia.

Suponiendo que habia 500,000 ZMW que generaban sublecturas de secuenciacién SMRT, esas sublecturas siguieron
las distribuciones genémicas de los fragmentos digeridos con Mspl dentro de un rango de tamafio de 50 a 200 bp
como se muestra en la Tabla 1. Se supuso que la profundidad de la sublectura era 30x para ambas Muestras de ADN
de placenta y capa leucocitaria. Repetimos la simulacién 10 veces para la muestra de ADN de placenta y la muestra
de ADN de capa leucocitaria, respectivamente. Por lo tanto, el conjunto de datos generado in silico por una
secuenciacidén en tiempo real de Unica molécula dirigida digerida con Mspl comprendié un total de 10 muestras de
ADN de placenta y se obtuvieron 10 muestras de ADN de capa leucocitaria. CNN analizé mas a fondo el conjunto de
datos y determiné los perfiles de metilacién para cada muestra de acuerdo con la divulgacién. Obtuvimos una mediana
de 9,198 sitios CpG de islas CpG (rango: 5,497 — 13,928), que representaron el 13.6 % del total de sitios CpG
secuenciados (rango: 45,304 — 90,762). El estado de metilato para cada sitio CpG en cada molécula se determiné
mediante un modelo CNN de acuerdo con la divulgacion.

Con fines ilustrativos, la FIG. 132 es un grafico de los niveles generales de metilacién entre muestras de ADN de
placenta y leucocitos determinados mediante secuenciacién en tiempo real de Unica molécula dirigida basada en Mspl.
El eje y es el nivel de metilacién como porcentaje. El tipo de muestras enumeradas en el eje x. La FIG. 132 muestra
que los niveles generales de metilaciéon (mediana: 57.6 %; rango: 56.9 % - 59.1 %) fueron mas bajos en las muestras
de placenta en comparacién con las muestras de capa leucocitica (mediana: 69.5 %; rango: 68.9 % - 70.4 %) (valor
de P < 0.0001, prueba U de Mann-Whitney). Estos resultados sugirieron que los perfiles de metilacién determinados
por la secuenciacién en tiempo real de Unica molécula basada en Mspl se pueden utilizar para diferenciar muestras
de tejido o muestras biolégicas en base a sus diferencias de metilacién. Debido a que estos datos muestran que el
ADN de la placenta se puede distinguir del ADN de la capa leucocitaria debido a sus diferencias de metilacién
detectadas mediante secuenciacién en tiempo real de Unica molécula basada en Mspl, se puede aplicar este método
para medir la fracciéon de ADN fetal en el plasma materno. La fraccién de ADN fetal se puede medir utilizando metilacién
porque el ADN fetal en el plasma o suero materno proviene de la placenta, mientras que las moléculas de ADN
restantes en la muestra se derivan en su mayoria de células de la capa leucocitaria materna. En realizaciones, esta
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tecnologia seria una herramienta Util para diferenciar diferentes tejidos o tejidos con diferentes enfermedades y/o
condiciones fisiolégicas 0 muestras biolégicas.

Para realizar analisis de agrupamiento entre muestras de ADN de placenta y muestra de ADN de capa leucocitica
utilizando perfiles de metilacién de islas CpG, calculamos los niveles de metilacion de ADN de una isla CpG utilizando
la proporcién de sitios CpG clasificados como metilaciéon entre los sitios CpG totales de esa isla CpG. Utilizamos los
niveles de metilacién de las regiones de isla CpG para realizar el analisis de agrupamiento con fines ilustrativos.

Con fines ilustrativos, la FIG. 133 muestra un analisis de agrupamiento de muestras de placenta y capa leucocitaria
utilizando sus perfiles de metilacion del ADN determinados mediante secuenciacién en tiempo real de Unica molécula
dirigida basada en Mspl. La similitud de los patrones de metilacién de las islas CpG en diferentes pacientes se indica
mediante los valores de altura en el dendrograma de agrupamiento. La altura se calcula de acuerdo con distancias
euclidianas en este ejemplo. En una realizacién, se puede utilizar el valor de corte de altura 100 para cortar el arbol
de agrupamiento en dos grupos, lo que permite diferenciar muestras de placenta y capa leucocitaria con 100 % de
sensibilidad y especificidad. En otras realizaciones, se pueden utilizar otros valores de corte de altura que incluyen,
pero no se limitan a, 50, 60, 70, 80, 90, 120, 130, 140 y 150, etc. La FIG. 133 mostraron que 10 muestras de ADN de
placenta y 10 muestras de ADN de capa leucocitaria se agruparon claramente por separado en dos grupos utilizando
los perfiles de metilacién de las islas CpG determinados por una secuenciacién en tiempo real de Unica molécula
basada en Mspl de acuerdo con la divulgacion.

V. Métodos de entrenamiento y deteccidn

Esta seccion muestra métodos de ejemplo para entrenar un modelo de aprendizaje automatico para la deteccién de
una metilaciéon de acuerdo con la invencién y utilizar el modelo de aprendizaje automético para detectar una metilaciéon
de acuerdo con la invencién.

A Entrenamiento modelo

La FIG. 102 muestra un método de ejemplo 1020 para detectar una metilacién de un nucleétido en una molécula de
acido nucleico de acuerdo con la presente invencién. El método de ejemplo 1020 puede ser un método para entrenar
un modelo para detectar la metilacién. La metilacién puede incluir cualquier metilacién descrita en el presente
documento. La metilacién puede tener estados discretos, como metilado y no metilado, y potencialmente especificar
un tipo de metilacién. Por tanto, puede haber mas de dos estados (clasificaciones) de un nucleétido.

En el bloque 1022, se recibe una pluralidad de primeras estructuras de datos. En el presente documento se describen
varios ejemplos de estructuras de datos, por ejemplo, en las FIG. 4-16. Cada primera estructura de datos de la primera
pluralidad de primeras estructuras de datos corresponde a una ventana respectiva de nucledtidos secuenciados en
una molécula de 4cido nucleico respectiva de una pluralidad de primeras moléculas de acido nucleico. Cada ventana
asociada con la primera pluralidad de estructuras de datos puede incluir 4 o mas nucleétidos consecutivos, que
incluyen 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 o mas nuclebtidos consecutivos. Cada ventana
puede tener el mismo numero de nucledtidos consecutivos. Es posible que las ventanas se superpongan. Cada
ventana puede incluir nucledtidos en una primera hebra de la primera molécula de acido nucleico y nucleétidos en una
segunda hebra de la primera molécula de 4cido nucleico. La primera estructura de datos también puede incluir para
cada nucleétido dentro de la ventana un valor de una propiedad de la hebra. La propiedad de la hebra puede indicar
que el nucleétido esté presente o ya seas la primera o la segunda hebra. La ventana puede incluir nucleétidos en la
segunda hebra que no son complementarios a un nucledtido en una posicién correspondiente en la primera hebra. En
algunas realizaciones, todos los nucledtidos de la segunda hebra son complementarios a los nucleétidos de la primera
hebra. En algunas realizaciones, cada ventana puede incluir nucleétidos en solo una hebra de la primera molécula de
acido nucleico.

La primera molécula de &cido nucleico puede ser una molécula de ADN circular. La molécula de ADN circular se puede
formar al cortar una molécula de ADN de hebra doble utilizando un complejo Cas9 para formar una molécula de ADN
de hebra doble cortada. Se puede ligar un adaptador de horquilla sobre un extremo de la molécula de ADN de hebra
doble cortada. En realizaciones, se pueden cortar y ligar ambos extremos de una molécula de ADN de hebra doble.
Por ejemplo, el corte, ligacién y analisis posterior se pueden realizar como se describe en la FIG. 91.

La primera pluralidad de primeras estructuras de datos puede incluir de 5,000 a 10,000, 10,000 a 50,000, 50,000 a
100,000, 100,000 a 200,000, 200,000 a 500,000, 500,000 a 1,000,000, o 1,000,000 o mas primeras estructuras de
datos. La pluralidad de primeras moléculas de acido nucleico puede incluir al menos 1,000, 10,000, 50,000, 100,000,
500,000, 1,000,000, 5,000,000, o mas moléculas de acido nucleico. Como un ejemplo adicional, se pueden generar al
menos 10,000 o 50,000 o 100,000 o 500,000 o 1,000,000 o 5,000,000 lecturas de secuencia.

Cada una de las primeras moléculas de 4cido nucleico se secuencia al medir pulsos en una sefial correspondiente a
los nucleétidos. La sefial puede ser una sefial de fluorescencia u otro tipo de sefial éptica (por ejemplo,
quimioluminiscencia, fotométrica). La sefial puede resultar de los nuclebtidos o etiquetas asociadas con los
nucleétidos.
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La metilacién tiene un primer estado conocido en el nucleétido en una posicién diana en cada ventana de cada primera
molécula de acido nucleico. El primer estado puede ser que la metilacién esté ausente en el nucleétido o puede ser
que la modificacién esté presente en el nucleétido. Se puede saber que la metilacién estda ausente en las primeras
moléculas de &cido nucleico, o las primeras moléculas de 4cido nucleico se pueden someter a un tratamiento tal que
la metilacién esté ausente. Se puede saber que la metilacién se presenta en las primeras moléculas de &cido nucleico,
o las primeras moléculas de acido nucleico se pueden someter a un tratamiento de manera que la metilacién esté
presente. Si el primer estado es que la metilacién esta ausente, la metilacién puede estar ausente en cada ventana
de cada primera molécula de 4cido nucleico y no estar ausente sélo en la posicién diana. Los primeros estados
conocidos pueden incluir un estado metilado para una primera porcién de las primeras estructuras de datos y un estado
no metilado para una segunda porcion de las primeras estructuras de datos.

La posicién diana puede ser el centro de la ventana respectiva. Para una ventana que abarca un numero par de
nucledétidos, la posicion diana puede ser la posicién inmediatamente en direcciéon ascendente o inmediatamente en
direccién descendente del centro de la ventana. En algunas realizaciones, la posicién diana puede estar en cualquier
otra posicidén de la ventana respectiva, que incluye la primera posicién o la ultima posicién. Por ejemplo, si la ventana
abarca n nucledtidos de una hebra, desde la 12 posicién hasta la nés™2 posicién (ya sea en direccion ascendente o en
direccién descendente), la posicién diana puede estar en cualquier posicion desde la 12 hasta la n®s™ posicion.

Cada primera estructura de datos incluye valores para propiedades dentro de la ventana. Las propiedades son para
cada nucleétido dentro de la ventana. Las propiedades incluyen una identidad del nucleétido. La identidad puede
incluir la base (por ejemplo, A, T, C o0 G). Las propiedades también incluyen una posicién del nucleétido con respecto
a la posicién diana dentro de la ventana respectiva. Por ejemplo, la posicién puede ser una distancia de nucleétidos
relativa a la posicién diana. La posicién puede ser +1 cuando el nucleétido estd a un nucleétido de la posicién diana
en una direccién, y la posicién puede ser -1 cuando el nucleétido estd a un nucleétido de la posicién diana en la
direccién opuesta.

Las propiedades incluyen una anchura del pulso correspondiente al nucleétido. La anchura del pulso puede ser la
anchura del pulso a la mitad del valor maximo del pulso. Las propiedades incluyen ademas una duracién de interpulso
(IPD) que representa un tiempo entre el pulso correspondiente al nucleétido y un pulso correspondiente a un nucleétido
vecino. La duracién de interpulso puede ser el tiempo entre el valor méximo del pulso asociado con el nucleétido y el
valor méximo del pulso asociado con el nucledtido vecino. El nucleétido vecino puede ser el nucleétido adyacente. Las
propiedades también pueden incluir una altura del pulso correspondiente a cada nucleétido dentro de la ventana. Las
propiedades pueden incluir ademas un valor de una propiedad de la hebra, que indica si el nucleétido esta presente
en la primera o en la segunda hebra de la primera molécula de acido nucleico. La indicacién de la hebra puede ser
similar a la matriz mostrada en la FIG. 6.

Cada estructura de datos de la pluralidad de primeras estructuras de datos puede excluir primeras moléculas de acido
nucleico con un IPD o ancho por debajo de un valor de corte. Por ejemplo, s6lo se pueden utilizar primeras moléculas
de &cido nucleico con un valor de IPD mayor que un percentil 10 (o un percentil 1, 5, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90
0 95). El percentil se puede basar en datos de todas las moléculas de acido nucleico en una muestra de referencia o
muestras de referencia. El valor de corte de la anchura también puede corresponder a un percentil.

En el bloque 1024, se almacena una pluralidad de primeras muestras de entrenamiento. Cada primera muestra de
entrenamiento incluye una de la primera pluralidad de primeras estructuras de datos y una primera etiqueta que indica
el primer estado para la metilacién del nucleétido en la posicién diana.

En el bloque 1026, se recibe una segunda pluralidad de segundas estructuras de datos. El bloque 1026 puede ser
opcional. Cada segunda estructura de datos de la segunda pluralidad de segundas estructuras de datos corresponde
a una ventana respectiva de nucleétidos secuenciados en una molécula de 4cido nucleico respectiva de una pluralidad
de segundas moléculas de acido nucleico. La segunda pluralidad de moléculas de &cido nucleico puede ser igual o
diferente que la pluralidad de primeras moléculas de acido nucleico. La metilacién tiene un segundo estado conocido
en un nucleétido en una posiciéon diana dentro de cada ventana de cada segunda molécula de acido nucleico. El
segundo estado es un estado diferente al primero. Por ejemplo, si el primer estado es que la metilacién esta presente,
entonces el segundo estado es que la metilacion esta ausente, y viceversa. Cada segunda estructura de datos incluye
valores para las mismas propiedades que la primera pluralidad de primeras estructuras de datos.

La pluralidad de primeras muestras de entrenamiento se puede generar utilizando amplificacién de desplazamiento
multiple (MDA). En algunas realizaciones, la pluralidad de primeras muestras de entrenamiento se puede generar al
amplificar una primera pluralidad de moléculas de acido nucleico utilizando un conjunto de nucleétidos. El conjunto de
nucleétidos puede incluir un primer tipo de metilacién (por ejemplo, 8mA o cualquier otra metilacion [por ejemplo, CpG])
en una relaciéon especificada. La relacion especificada puede incluir 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000, 1:100000 o
1:1000000 en relacién con los nucleétidos no metilados. La pluralidad de segundas moléculas de acido nucleico se
puede generar utilizando amplificacién por desplazamiento multiple con nucleétidos no metilados del primer tipo.

En el bloque 1028, se almacena una pluralidad de segundas muestras de entrenamiento. El bloque 1028 puede ser
opcional. Cada segunda muestra de entrenamiento incluye una de la segunda pluralidad de segundas estructuras de
datos y una segunda etiqueta que indica el segundo estado para la metilacién del nucleétido en la posicién diana.
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En el bloque 1029, se entrena un modelo utilizando la pluralidad de primeras muestras de entrenamiento y
opcionalmente la pluralidad de segundas muestras de entrenamiento. El entrenamiento se realiza al optimizar los
parametros del modelo en base a las salidas del modelo que coinciden o no con las etiquetas correspondientes de las
primeras etiquetas y opcionalmente de las segundas etiquetas cuando se introducen la primera pluralidad de primeras
estructuras de datos y opcionalmente la segunda pluralidad de segundas estructuras de datos al modelo. Una salida
del modelo especifica si el nucledtido en la posiciéon diana en la ventana respectiva tiene la metilacién. El método
puede incluir sélo la pluralidad de primeras muestras de entrenamiento porque el modelo puede identificar un valor
atipico como de un estado diferente al primer estado. El modelo puede ser un modelo estadistico, también denominado
modelo de aprendizaje automatico.

En algunas realizaciones, la salida del modelo puede incluir una probabilidad de estar en cada uno de una pluralidad
de estados. El estado con mayor probabilidad se puede tomar como estado.

El modelo puede incluir una red neuronal convolucional (CNN). La CNN puede incluir un conjunto de filtros
convolucionales configurados para filtrar la primera pluralidad de estructuras de datos y, opcionalmente, la segunda
pluralidad de estructuras de datos. El filtro puede ser cualquier filtro descrito en el presente documento. El nimero de
filtros para cada capa puede ser desde 10 a 20, 20 a 30, 30 a 40, 40 a 50, 50 a 60, 60 a 70, 70 a 80, 80 a 90, 90 a
100, 100 a 150, 150 a 200, o mas. El tamafio del nlcleo para los filtros puede ser 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, desde 15 hasta 20, desde 20 hasta 30, desde 30 hasta 40, o0 mas. La CNN puede incluir una capa de entrada
configurada para recibir la primera pluralidad de estructuras de datos filtradas y, opcionalmente, la segunda pluralidad
de estructuras de datos filtradas. La CNN también puede incluir una pluralidad de capas ocultas que incluyen una
pluralidad de nodos. La primera capa de la pluralidad de capas ocultas acopladas a la capa de entrada. La CNN puede
incluir ademas una capa de salida acoplada a una ultima capa de la pluralidad de capas ocultas y configurada para
emitir una estructura de datos de salida. La estructura de datos de salida puede incluir las propiedades.

El modelo puede incluir un modelo de aprendizaje supervisado. Los modelos de aprendizaje supervisado pueden
incluir diferentes enfoques y algoritmos, que incluyen el aprendizaje analitico, redes neuronales artificiales,
retropropagacién, reforzamiento (metaalgoritmo), estadistica bayesiana, razonamiento basado en casos, aprendizaje
de arboles de decisién, programacién loégica inductiva, regresién de procesos gaussianos, programacién genética,
método de grupo de manejo de datos, estimadores de nlcleo, autdmatas de aprendizaje, sistemas clasificadores de
aprendizaje, longitud minima de mensaje (arboles de decisién, graficos de decision, etc.), aprendizaje subespacial
multilineal, clasificador simple de Bayes, clasificador de maxima entropia, campo aleatorio condicional, Algoritmo del
Vecino més Cercano, aprendizaje probablemente aproximadamente correcto (PAC), reglas de propagacién, una
metodologia de adquisicién de conocimientos, algoritmos de aprendizaje automatico simbdlico, algoritmos de
aprendizaje automatico subsimbdlico, maquinas de vectores de soporte, Maquinas de Complejidad Minima (MCM),
bosques aleatorios, grupos de clasificadores, clasificacién ordinal, preprocesamiento de datos, manejo de conjuntos
de datos desequilibrados, aprendizaje relacional estadistico o Proaftn, un algoritmo de clasificacién multicriterio. El
modelo puede ser regresion lineal, regresion logistica, red neuronal recurrente profunda (por ejemplo, memoria a largo
plazo, LSTM), clasificador de Bayes, modelo oculto de Markov (HMM), analisis discriminante lineal (LDA),
agrupamiento de k-medias, agrupamiento espacial de aplicaciones con ruido basado en densidad (DBSCAN),
algoritmo de bosque aleatorio, maquina de vectores de soporte (SVM) o cualquier modelo descrito en el presente
documento.

Como parte del entrenamiento de un modelo de aprendizaje automatico, los pardmetros del modelo de aprendizaje
automatico (tales como pesos, umbrales, por ejemplo, como se pueden utilizar para funciones de activacidén en redes
neuronales, etc.) se pueden optimizar en base a las muestras de entrenamiento (conjunto de entrenamiento) para
proporcionar una precisiébn optimizada en la clasificacién de la modificacién del nucleétido en la posiciéon diana. Se
pueden realizar varias formas de optimizacién, por ejemplo, retropropagacién, minimizacién del riesgo empirico y
minimizacién del riesgo estructural. Se puede utilizar un conjunto de validacién de muestras (estructura de datos y
etiqueta) para validar la precisién del modelo. La validacién cruzada se puede realizar utilizando varias porciones del
conjunto de entrenamiento para entrenamiento y validacion. El modelo puede comprender una pluralidad de
submodelos, proporcionando de esta manera un modelo de grupo. Los submodelos pueden ser modelos mas débiles
que, una vez combinados, proporcionan un modelo final més preciso.

En algunas realizaciones, se pueden utilizar moléculas de acido nucleico quiméricas o hibridas para validar el modelo.
Al menos algunas de la pluralidad de primeras moléculas de acido nucleico incluyen cada una una primera porcién
correspondiente a una primera secuencia de referencia y una segunda porcion correspondiente a una segunda
secuencia de referencia. La primera secuencia de referencia puede ser de un cromosoma, tejido (por ejemplo, tumoral
0 no tumoral), organismo o especie diferente que la segunda secuencia de referencia. La primera secuencia de
referencia puede ser humana y la segunda secuencia de referencia puede ser de un animal diferente. Cada molécula
de &cido nucleico quimérico puede incluir la primera porcién correspondiente a la primera secuencia de referencia y la
segunda porcidn correspondiente a la segunda secuencia de referencia. La primera porcién puede tener un primer
patrén de metilacién y la segunda porcién puede tener un segundo patrén de metilacién. La primera porcién se puede
tratar con una metilasa. La segunda porcién no se puede tratar con la metilasa y puede corresponder a una porcién
no metilada de la segunda secuencia de referencia.

B. Deteccién de modificaciones
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La FIG. 103 muestra un método 1030 para detectar una metilacién de un nucleétido en una molécula de acido nucleico
de acuerdo con la presente invencién. La metilacién puede ser cualquier metilacién descrita con el método 1020 de la
FIG. 102.

En el bloque 1032, se recibe una estructura de datos de entrada. La estructura de datos de entrada corresponde a
una ventana de nucleétidos secuenciados en una molécula de éacido nucleico de muestra. La molécula de acido
nucleico de muestra se secuencia al medir los pulsos en una sefial 6ptica correspondiente a los nucledtidos. La
ventana puede ser cualquier ventana descrita con el bloque 1022 en la FIG. 102, y la secuenciacién puede ser
cualquier secuenciacién descrita con el bloque 1022 en la FIG. 102. La estructura de datos de entrada puede incluir
valores para las mismas propiedades descritas con el bloque 1022 en la FIG. 102. El método 1030 puede incluir
secuenciar la molécula de acido nucleico de muestra.

Los nucleétidos dentro de la ventana pueden estar alineados o no con un genoma de referencia. Los nuclebtidos
dentro de la ventana se pueden determinar utilizando una secuencia consenso circular (CCS) sin alineacién de los
nucledtidos secuenciados con un genoma de referencia. EI CCS puede identificar los nucleétidos en cada ventana en
lugar de alinearlos con un genoma de referencia. En algunas realizaciones, la ventana se puede determinar sin una
CCS y sin alineamiento de los nucleétidos secuenciados con un genoma de referencia.

Los nucleétidos dentro de la ventana se pueden enriquecer o filtrar. El enriquecimiento se puede realizar mediante un
enfoque que involucre Cas9. El enfoque de Cas9 puede incluir cortar una molécula de ADN de hebra doble utilizando
un complejo de Cas9 para formar una molécula de ADN de hebra doble cortada y ligar un adaptador de horquilla en
un extremo de la molécula de ADN de hebra doble cortada, similar a la FIG. 91. La filtracién se puede realizar al
seleccionar moléculas de ADN de hebra doble que tienen un tamafio dentro de un rango de tamafios. Los nucleétidos
pueden provenir de estas moléculas de ADN de hebra doble. Se pueden utilizar otros métodos que preserven el estado
de metilacion de las moléculas (por ejemplo, proteinas de unién a metilo).

En el bloque 1034, la estructura de datos de entrada se introduce en un modelo. El modelo se puede entrenar mediante
el método 1020 en la FIG. 102.

En algunas realizaciones, se pueden utilizar moléculas de &cido nucleico quiméricas para validar el modelo. Al menos
algunas de la pluralidad de primeras moléculas de &cido nucleico incluyen cada una una primera porcién
correspondiente a una primera secuencia de referencia y una segunda porcion correspondiente a una segunda
secuencia de referencia que esta separada de la primera secuencia de referencia. La primera secuencia de referencia
puede ser de un cromosoma, tejido (por ejemplo, tumoral o no tumoral), organulos (por ejemplo, mitocondrias, nucleos,
cloroplastos), organismo (mamiferos, virus, bacterias, etc.) o especies diferentes a la segunda secuencia de referencia.
La primera secuencia de referencia puede ser humana y la segunda secuencia de referencia puede ser de un animal
diferente. Cada molécula de acido nucleico quimérico puede incluir la primera porcién correspondiente a la primera
secuencia de referencia y la segunda porcién correspondiente a la segunda secuencia de referencia. La primera
porcidén puede tener un primer patrén de metilacién y la segunda porcién puede tener un segundo patrén de metilacién.
La primera porcién puede tratarse con una metilasa. La segunda porcién puede no estar tratada con la metilasa y
puede corresponder a una porcién no metilada de la segunda secuencia de referencia.

En el bloque 1036, se determina utilizando el modelo si la metilacién estd presente en un nucleétido en la posicién
diana dentro de la ventana en la estructura de datos de entrada.

La estructura de datos de entrada puede ser una estructura de datos de entrada de una pluralidad de estructuras de
datos de entrada. Cada estructura de datos de entrada corresponde a una ventana respectiva de nucleétidos
secuenciados en una molécula de acido nucleico de muestra respectiva de la pluralidad de moléculas de acido nucleico
de muestra. La pluralidad de moléculas de &cido nucleico de muestra se puede obtener a partir de una muestra
bioldgica de un sujeto. La muestra biolégica puede ser cualquier muestra biolégica descrita en el presente documento.
El método 1030 se puede repetir para cada estructura de datos de entrada. El método puede incluir recibir la pluralidad
de estructuras de datos de entrada. La pluralidad de estructuras de datos de entrada se puede introducir en el modelo.
Utilizando el modelo se puede determinar si hay una metilaciéon presente en un nucleétido en la ubicacién objetivo en
la ventana respectiva de cada estructura de datos de entrada.

Cada molécula de acido nucleico de muestra de la pluralidad de moléculas de acido nucleico de muestra puede tener
un tamafio mayor que un tamafio de valor de corte. Por ejemplo, el tamafio de valor de corte puede ser 100 bp, 200
bp, 300 bp, 400 bp, 500 bp, 600 bp, 700 bp, 800 bp, 900 bp, 1 kb, 2 kb, 3 kb, 4 kb, 5 kb, 6 kb, 7 kb, 9 kb, 10 kb, 20 kb,
30 kb, 40 kb, 50 kb, 60 kb, 70 kb, 80 kb, 90 kb, 100 kb, 500 kb 0 1 Mb. Tener un valor de corte de tamafio puede dar
como resultado una profundidad de sublectura mayor, cualquiera de las cuales puede aumentar la precisién de la
deteccién de metilacién. En algunas realizaciones, el método puede incluir fraccionar las moléculas de ADN para
ciertos tamafios antes de secuenciar las moléculas de ADN.

La pluralidad de moléculas de acido nucleico de muestra se pueden alinear con una pluralidad de regiones gendémicas.
Para cada regién gendmica de la pluralidad de regiones gendmicas, se pueden alinear una serie de moléculas de
acido nucleico de muestra con la regién genémica. El nUmero de moléculas de 4cido nucleico de muestra puede ser
mayor que un numero de corte. El nUmero de corte puede ser un valor de corte de profundidad de sublectura. El
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namero de valor de corte de profundidad de sublectura puede ser 1x, 10x, 30x, 40x, 50x, 60x, 70x, 80x, 900x, 100x,
200x, 300x, 400x, 500x, 600x, 700x u 800x. El numero de valor de corte de profundidad de sublectura se puede
determinar para mejorar u optimizar la precisién. El nimero de valor de corte de profundidad de la sublectura puede
estar relacionado con el niUmero de la pluralidad de regiones genémicas. Por ejemplo, un nimero de valor de corte de
profundidad de sublectura mayor, un nimero menor de la pluralidad de regiones genémicas.

Se puede determinar que la metilacién estéd presente en uno o mas nucleétidos. Se puede determinar una clasificacién
de un trastorno utilizando la presencia de metilacién en uno o0 méas nucleétidos. La clasificacién del trastorno puede
incluir utilizar el nimero de modificaciones. El nUmero de metilaciones se puede comparar con un umbral. Alternativa
o adicionalmente, la clasificacion puede incluir la ubicacién de una o mas metilaciones. La ubicacién de una o mas
metilaciones se puede determinar al alinear lecturas de secuencia de una molécula de 4cido nucleico con un genoma
de referencia. El trastorno se puede determinar si se demuestra que ciertas ubicaciones que se sabe que estan
correlacionadas con el trastorno tienen metilacién. Por ejemplo, se puede comparar un patrén de sitios metilados con
un patrén de referencia para un trastorno, y la determinacién del trastorno se puede basar en la comparacién. Una
coincidencia con el patrén de referencia o una coincidencia sustancial (por ejemplo, 80 %, 90 % o0 95 % o mas) con el
patrén de referencia puede indicar el trastorno o una alta probabilidad del trastorno. El trastorno puede ser cancer o
cualquier trastorno (por ejemplo, trastorno asociado al embarazo, enfermedad autoinmunitaria) descrito en el presente
documento.

Se puede analizar un namero estadisticamente significativo de moléculas de acido nucleico para proporcionar una
determinacién precisa de un trastorno, origen de tejido o fraccién de ADN clinicamente relevante. En algunas
realizaciones, se analizan al menos 1,000 moléculas de &cido nucleico. En otras realizaciones, se pueden analizar al
menos 10,000 o 50,000 o 100,000 o 500,000 o 1,000,000 o 5,000,000 moléculas de acido nucleico, o mas. Como
ejemplo adicional, se pueden generar al menos 10,000 o 50,000 o 100,000 o 500,000 o 1,000,000 o 5,000,000 de
lecturas de secuencia.

El método puede incluir determinar que la clasificacién del trastorno es que el sujeto tiene el trastorno. La clasificacién
puede incluir un nivel del trastorno, utilizando el nimero de metilaciones y/o los sitios de las metilaciones.

Se puede determinar una fraccién de ADN clinicamente relevante, un perfil de metilacién fetal, un perfil de metilacién
materna, la presencia de una regién genética de impronta o un tejido de origen (por ejemplo, de una muestra que
contiene una mezcla de diferentes tipos de células) utilizando la presencia de la modificacién en uno o méas nucledbtidos.
La fracciéon de ADN clinicamente relevante incluye, pero no se limita a, fraccién de ADN fetal, fraccién de ADN tumoral
(por ejemplo, de una muestra que contiene una mezcla de células tumorales y células no tumorales) y fraccién de ADN
de trasplante (por ejemplo, de una muestra que contiene una mezcla de células del donante y células del receptor).

De acuerdo con la divulgacién y no de acuerdo con la invencién, el método puede incluir ademas tratar el trastorno. El
tratamiento puede proporcionarse de acuerdo con un nivel determinado del trastorno, las modificaciones identificadas
y/o el tejido de origen (por ejemplo, de células tumorales aisladas de la circulacién de un paciente con cancer). Por
ejemplo, una modificacion identificada se puede dirigir con un farmaco o quimioterapia en particular. El tejido de origen
se puede utilizar para guiar una cirugia o cualquier otra forma de tratamiento. Y el nivel de trastorno se puede utilizar
para determinar qué tan agresivo debe ser con cualquier tipo de tratamiento.

El tratamiento puede incluir tratar el trastorno en el paciente después de determinar el nivel del trastorno en el paciente.
El tratamiento puede incluir cualquier terapia, farmaco, quimioterapia, radiacién o cirugia adecuada, que incluye
cualquier tratamiento descrito en una referencia mencionada en el presente documento.

V1. Anélisis de haplotipos

Se encontraron diferencias en los perfiles de metilaciéon entre dos haplotipos en muestras de tejido tumoral. Por lo
tanto, los desequilibrios de metilacién entre haplotipos se pueden utilizar para determinar una clasificacién de un nivel
de cancer u otro trastorno. Los desequilibrios en los haplotipos también se pueden utilizar para identificar la herencia
de un haplotipo por parte de un feto. Los trastornos fetales también se pueden identificar mediante el analisis de los
desequilibrios de metilacién entre haplotipos. EI ADN celular se puede utilizar para analizar los niveles de metilacién
de haplotipos. El analisis de haplotipos no esté de acuerdo con la invencién y esta presente solo con fines ilustrativos.

A. Anélisis de metilacién asociado a haplotipos

La tecnologia de secuenciacién en tiempo real de Unica molécula permite la identificacién de SNP individuales. Las
lecturas largas producidas a partir de pocillos de secuenciacién en tiempo real de Unica molécula (por ejemplo, hasta
varias kilobases) permitirian eliminar variantes en los genomas al aprovechar la informacién de haplotipos presente
en cada lectura de consenso (Edge et al. Genome Res. 2017;27: 801-812; Wenger et al. Nat Biotechnol. 2019;37:1155-
1162). El perfil de metilacién del haplotipo se podria analizar a partir de los niveles de metilacién de los sitios CpG
ligados por el CCS a los alelos en los haplotipos respectivos, como se ilustra en la FIG. 77. Este analisis de haplotipos
de metilacion por fases se podria utilizar para resolver la cuestién de si dos copias de cromosomas homélogos
comparten patrones de metilacién similares o diferentes en diferentes afecciones clinicamente relevantes, tales como
el cancer. También describimos como la metilacién del haplotipo serian los niveles de metilacién agregados aportados
por una serie de fragmentos de ADN asignados a ese haplotipo. El haplotipo podria ser bloques de diferentes tamafios,
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que incluyen, pero no se limitan a, 50 nt, 100 nt, 200 nt, 300 nt, 400 nt, 500 nt, 1 knt, 2 knt, 3 knt, 4 knt, 5 knt, 10 knt,
20 knt, 30 knt, 40 knt, 50 knt, 100 knt, 200 knt, 300 knt, 400 knt, 500 knt, 1 Mnt, 2 Mnt y 3 Mnt.

B. Analisis relativo del desequilibrio de metilacién basado en haplotipos

Con fines ilustrativos, la FIG. 104 ilustra el anélisis de desequilibrio de metilacién relativo basado en haplotipos. Los
haplotipos (es decir, Hap | y Hap Il) se determinaron al analizar los resultados de la secuenciacién en tiempo real de
Unica molécula. Los patrones de metilacién ligados a cada haplotipo se podrian determinar utilizando aquellos
fragmentos asociados a haplotipo cuyos perfiles de metilacién se determinaron de acuerdo con el enfoque descrito en
la FIG. 77. De este modo, se podrian comparar los patrones de metilaciéon entre Hap | y Hap Il.

Para cuantificar la diferencia en la metilacién entre Hap | y Hap Il, se calculé la diferencia de niveles de metilacion (AF)
entre Hap | y Hap |l. La diferencia AF se calcula como:

AF = Myapr — Myapn

donde AF representa la diferencia en el nivel de metilacién entre Hap | y Hap Il, Y Muapi Y Muapi representan los niveles
de metilacién de Hap | y Hap I, respectivamente. Un valor positivo de AF sugirié un mayor nivel de metilacién del ADN
para Hap | en comparacién con Hap Il.

C. Andlisis de desequilibrio de metilacién relativo basado en haplotipos para el ADN del tumor HCC

El anélisis de metilacién de haplotipos puede ser (til para detectar aberraciones de metilacién en genomas de cancer.
Por ejemplo, se analizaria el cambio de metilacién entre dos haplotipos dentro de una regién genémica. Un haplotipo
dentro de una regién gendémica se define como un bloque de haplotipo. Un bloque de haplotipo podria considerarse
como un conjunto de alelos en un cromosoma que han estado en fase. Un bloque de haplotipo se extenderia tanto
como fuera posible de acuerdo con un conjunto de informaciéon de secuencia que respalda dos alelos ligados
fisicamente en un cromosoma. Para el caso 3033, obtuvimos 97,475 bloques de haplotipos a partir de los resultados
de la secuenciacion del ADN del tejido normal adyacente. El tamafio de la mediana de los bloques de haplotipos fue
de 2.8 kb. El 25 % de los bloques de haplotipos tenian un tamafio mayor al 8.2 kb. El tamafio méaximo de los bloques
de haplotipos fue de 282.2 kb. El conjunto de datos se gener6 a partir de ADN preparado con el Kit de Secuenciacién
Sequel 11 1.0.

Con fines ilustrativos, utilizamos una serie de criterios para identificar los bloques de haplotipos potenciales que
exhibian la metilacion diferencial entre Hap |y Hap Il en el ADN tumoral en comparacién con el ADN del tejido no
tumoral adyacente. Los criterios fueron: (1) el bloque de haplotipo que se estaba analizando contenia al menos 3 tres
secuencias CCS que se produjeron a partir de tres pocillos de secuenciacidn, respectivamente; (2) la diferencia
absoluta en el nivel de metilacién entre Hap | y Hap Il en el ADN del tejido no tumoral adyacente fue menor del 5 %);
(3) la diferencia absoluta en el nivel de metilacién entre Hap | y Hap |l en el ADN del tejido tumoral fue mayor al 30 %.
Identificamos 73 bloques de haplotipos que cumplian los criterios anteriores.

Con fines ilustrativos, la FIG. 105A y 105B son tablas de los 73 bloques de haplotipos que muestran niveles de
metilacién diferenciales entre Hap | y Hap 1l en el ADN del tumor HCC en comparacién con el ADN del tejido no tumoral
adyacente para el caso TBR3033. La primera columna muestra el cromosoma asociado con el bloque de haplotipo.
La segunda columna muestra la coordenada inicial del bloque de haplotipo dentro del cromosoma. La tercera columna
muestra la coordenada final del bloque de haplotipo. La cuarta columna muestra la longitud del bloque de haplotipo.
La cuarta columna enumera la identificacién del bloque de haplotipo. La quinta columna muestra el nivel de metilacién
de Hap | en tejido no tumoral adyacente al tejido tumoral. La sexta columna muestra el nivel de metilacién de Hap Il
en el tejido no tumoral. La séptima columna muestra el nivel de metilacién de Hap | en tejido tumoral. La octava
columna muestra el nivel de metilacién de Hap Il en tejido tumoral.

En contraste con los 73 bloques de haplotipo que muestran una diferencia mayor al 30 % en el nivel de metilacién
entre haplotipos para el ADN del tejido tumoral, sélo un bloque de haplotipo mostrd una diferencia mayor al 30 % para
el ADN del tejido no tumoral pero menor del 5 % de diferencia en el ADN del tejido tumoral. Se podria utilizar otro
conjunto de criterios para identificar los bloques de haplotipos que exhiben metilaciones diferenciales. Se pueden
utilizar otras diferencias de umbral maximo y minimo. Por ejemplo, las diferencias de umbral minimo pueden ser del
10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 % o mas. Las diferencias de umbral méaximas pueden ser del
1%, 5%, 10 %, 15 %, 20 % o 30 %, como ejemplos. Estos resultados sugirieron que la variacién de la diferencia de
metilacién entre haplotipos puede servir como un nuevo biomarcador para el diagnéstico, deteccién, monitorizacién,
pronédstico y orientacién del tratamiento del cancer.

Un blogque de haplotipo largo se someteria a particion, in silico, en bloques mas pequefios al estudiar los patrones de
metilacién.

Para el caso 3032, obtuvimos 61,958 bloques de haplotipos a partir de los resultados de la secuenciaciéon del ADN del
tejido no tumoral adyacente. El tamafio de mediana de los bloques de haplotipos fue de 9.3 kb. El 25 % de los bloques
de haplotipos tenian un tamafio mayor a 27.6 kb. El tamafio maximo de los bloques de haplotipos fue de 717.8 kb. A
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modo de ilustracién, utilizamos los mismos tres criterios descritos anteriormente para identificar los posibles bloques
de haplotipos que exhibian la metilacién diferencial entre Hap | y Hap Il en el ADN del tumor en comparacién con el
ADN del tejido normal adyacente. Identificamos 20 bloques de haplotipos que cumplian los criterios anteriores. El
conjunto de datos se generé a partir de ADN preparado con el Kit de Secuenciacién Sequel Il 1.0.

Con fines ilustrativos, la FIG. 106 es una tabla de los 20 bloques de haplotipos que muestran niveles de metilacién
diferenciales entre Hap | y Hap Il en el ADN del tumor en comparacién con el ADN del tejido normal adyacente para el
caso TBR3032. La primera columna muestra el cromosoma asociado con el bloque de haplotipo. La segunda columna
muestra la coordenada inicial del bloque de haplotipo dentro del cromosoma. La tercera columna muestra la
coordenada final del bloque de haplotipo. La cuarta columna muestra la longitud del bloque de haplotipo. La cuarta
columna enumera la identificacién del bloque de haplotipo. La quinta columna muestra el nivel de metilacién de Hap |
en tejido no tumoral adyacente al tejido tumoral. La sexta columna muestra el nivel de metilacion de Hap Il en el tejido
no tumoral. La séptima columna muestra el nivel de metilacién de Hap | en tejido tumoral. La octava columna muestra
el nivel de metilacién de Hap Il en tejido tumoral.

En contraste con los 20 bloques de haplotipos que muestran la diferencia en el tejido tumoral de HCC en la FIG. 108,
sélo un bloque de haplotipo mostré una diferencia mayor al 30 % en tejido no tumoral pero menor del 5 % en tejido
tumoral. Estos resultados sugieren ademés que la variacién de la diferencia de metilacién entre haplotipos serviria
como un nuevo biomarcador para el diagndstico, detecciéon, monitorizacidn, pronéstico y orientacién del tratamiento
del cancer. Se podrian utilizar otros criterios para identificar los bloques de haplotipos que exhiben metilaciones
diferenciales.

D. Anélisis del desequilibrio de metilacion relativo basado en haplotipos para el ADN de otros tipos de tumores

Como se indic6 anteriormente, el anélisis de los niveles de metilacién entre haplotipos revelé que los tejidos tumorales
de HCC albergaban mas bloques de haplotipos que exhibian un desequilibrio de metilacién en comparacién con tejidos
no tumorales adyacentes emparejados. Como un ejemplo, los criterios para un bloque de haplotipo que muestra un
desequilibrio de metilacién en un tejido tumoral fueron: (1) el bloque de haplotipo que se estaba analizando contenia
al menos tres secuencias CCS que se produjeron a partir de tres pocillos de secuenciacién; (2) la diferencia absoluta
en el nivel de metilacién entre Hap | y Hap Il en el ADN del tejido no tumoral adyacente o el ADN del tejido normal en
base a datos histéricos fue menor del 5 %,; (3) la diferencia absoluta en el nivel de metilacién entre Hap | y Hap Il en
el ADN del tejido tumoral fue mayor al 30 %. El criterio (2) se incluyé porque los tejidos no tumorales/normales que
muestran un desequilibrio de haplotipos en los niveles de metilacién pueden indicar regiones impresas en lugar de
regiones tumorales. Los criterios para un bloque de haplotipo que muestra un desequilibrio de metilacién en un tejido
no tumoral fueron: (1) el bloque de haplotipo que se estaba analizando contenia al menos tres secuencias CCS que
se produjeron a partir de tres pocillos de secuenciacién; (2) la diferencia absoluta en el nivel de metilacién entre Hap |
y Hap Il en el ADN del tejido no tumoral adyacente o el ADN del tejido normal en base a los datos histéricos fue mayor
al 30 %; (3) la diferencia absoluta en el nivel de metilacién entre Hap | y Hap Il en el ADN del tejido tumoral fue menor
del 5 %.

En otras realizaciones, se pueden utilizar otros criterios. Por ejemplo, para identificar el desequilibrio del genoma del
cancer del haplotipo |, la diferencia en el nivel de metilacién entre Hap | y Hap Il puede ser menor al 1 %, 5 %, 10 %,
20 %, 40 %, 50 % o0 60 %, etc., en tejidos no tumorales, mientras que la diferencia en el nivel de metilacién entre Hap
I'y Hap Il puede ser mayor al 1 %, 5 %, 10 %, 20 %, 40 %, 50 % o 60 %, etc., en tejidos tumorales. Para identificar el
desequilibrio del genoma no canceroso del haplotipo |, la diferencia en el nivel de metilacién entre Hap | y Hap Il puede
ser mayor al 1 %, 5 %, 10 %, 20 %, 40 %, 50 % o 60 %, etc., en tejidos no tumorales, mientras que la diferencia en el
nivel de metilacién entre Hap |y Hap Il puede ser menor del 1 %, 5 %, 10 %, 20 %, 40 %, 50 % o 60 %, etc., en tejidos
tumorales.

Con fines ilustrativos, la FIG. 107A es una tabla que resume el nimero de bloques de haplotipos que muestran un
desequilibrio de metilacién entre dos haplotipos entre tejidos tumorales y no tumorales adyacentes en base a los datos
generados por el Kit de Secuenciacion Sequel Il 2.0. La primera columna enumera el tipo de tejido. La segunda
columna enumera el nimero de bloques de haplotipos que muestran un desequilibrio de metilacién entre dos
haplotipos en tejidos tumorales. La tercera columna enumera el nimero de bloques de haplotipos que muestran un
desequilibrio de metilacién entre dos haplotipos en tejidos no tumorales adyacentes emparejados. Las filas muestran
tejido tumoral con més bloques de haplotipos que muestran un desequilibrio de metilaciéon entre dos haplotipos que el
tejido no tumoral adyacente emparejado.

La longitud mediana de los bloques de haplotipos implicados en este analisis fue de 15.7 kb (IQR: 10.3 — 26.1 kb).
Incluyendo los resultados de HCC para el higado, los datos muestran 7 tipos de tejido para los cuales el tejido tumoral
albergaba mas bloques de haplotipos con desequilibrio de metilacién. Ademés del higado, los otros tejidos incluyen el
colon, mama, rifién, pulmén, préstata y estémago. Por tanto, en algunas realizaciones, se podria utilizar el nUmero de
bloques de haplotipos que albergan un desequilibrio de metilacién para detectar si un paciente tenia un tumor o cancer.

Con fines ilustrativos, la FIG. 107B es una tabla que resume el numero de bloques de haplotipos que muestran un
desequilibrio de metilaciéon entre dos haplotipos en tejidos tumorales para diferentes estadios tumorales basandose
en los datos generados por el Kit de Secuenciacién Sequel Il 2.0. La primera columna muestra el tipo de tejido con
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tumor. La segunda columna muestra el nUmero de bloques de haplotipos con un desequilibrio de metilacién entre dos
haplotipos en tejidos tumorales. La tercera columna enumera la informacién sobre la estadificacién del tumor utilizando
la clasificacién TNM de tumores malignos. T3 y T3a son tumores de mayor tamafio que T2.

La tabla muestra mas bloques de haplotipos que muestran un desequilibrio de metilacién para tumores méas grandes
tanto de mama como de rifién. Por ejemplo, para el tejido mamario, el tejido categorizado como tumor de grado T3
(estadificacién TNM), ER positivo y que exhibe amplificacién de ERBB2 tenia mas bloques de haplotipos (57) que
mostraban un desequilibrio de metilaciéon que los bloques de haplotipos (18) para el tejido categorizado como tumor
de grado T2 (Estadificacion TNM), PR (receptor de progesterona)/ER (receptor de estré6geno) positivo y sin
amplificacion de ERBB2. Para el tejido renal, el tejido categorizado como tumor de grado T3a tenia mas bloques de
haplotipos (68) que mostraban un desequilibrio de metilacién que los bloques de haplotipos (0) para el tejido
categorizado como tumor de grado T2.

Se pueden hacer uso de bloques de haplotipos que muestran un desequilibrio de metilacién para la clasificaciéon de
tumores y para correlacionarlos con su comportamiento clinico (por ejemplo, progresién, prondstico o respuesta al
tratamiento). Estos datos sugirieron que el grado de desequilibrio de metilacién basado en haplotipos puede servir
como clasificador de tumores y se puede incorporar en estudios o ensayos clinicos o eventuales servicios clinicos. La
clasificacidén de los tumores puede incluir tamafio y gravedad.

E. Anélisis de metilaciéon basado en haplotipos del ADN libre de células plasmaticas maternas

Se pueden determinar los haplotipos de ambos progenitores o de cualquiera de los progenitores. Los métodos de
haplotipado pueden incluir secuenciacién de Unica molécula de lectura larga, secuenciacién ligada de lectura corta
(por ejemplo, genémica 10x), PCR de una Unica molécula de largo alcance o inferencia poblacional. Si se conocen los
haplotipos paternos, el metiloma del ADN fetal libre de células se puede ensamblar al ligar los perfiles de metilacién
de mdltiples moléculas de ADN libre de células, cada una de las cuales contiene al menos un alelo SNP paterno
especifico que esta presente a lo largo del haplotipo paterno. En otras palabras, el haplotipo paterno se utiliza como
andamio para ligar las secuencias de lectura especificas del feto.

Con fines ilustrativos, la FIG. 108 ilustra el analisis de haplotipos para el desequilibrio relativo de metilacién. Si se
conocen los haplotipos maternos, el desequilibrio de metilacién entre los dos haplotipos (es decir, Hap | y Hap Il) se
puede utilizar para determinar el haplotipo materno heredado fetalmente. Como se muestra en la FIG. 108, las
moléculas de ADN plasmético de una mujer embarazada se secuencian utilizando tecnologia de secuenciacién en
tiempo real de Unica molécula. La metilacién y la informacién alélica se pueden determinar de acuerdo con la
divulgacién en el presente documento. Los SNP ligados a un gen que causa la enfermedad se asighan como Hap |.
Si el feto ha heredado Hap |, en el plasma materno estarian presentes mas fragmentos que llevan los alelos de Hap |
en comparacién con los que llevan los alelos de Hap Il. La hipometilacién de fragmentos de ADN derivados del feto
reduciria el nivel de metilacién de Hap | en comparacién con el de Hap II. Como resultado, si la metilaciéon de Hap |
muestra un nivel de metilacién méas bajo que el de Hap Il, es mas probable que el feto herede el Hap | materno. De lo
contrario, es mas probable que el feto herede el Hap |l materno. En la practica clinica, el analisis del desequilibrio de
metilacién basado en haplotipos se puede utilizar para determinar si un feto no nacido ha heredado un haplotipo
materno asociado con trastornos genéticos, por ejemplo, pero no limitados a, trastornos de un solo gen, que incluyen
el sindrome de X fragil, distrofia muscular, enfermedad de Huntington o beta-talasemia.

F. Método de clasificacién de trastornos de ejemplo

Con fines ilustrativos, la FIG. 109 muestra un método de ejemplo 1090 para clasificar un trastorno en un organismo
que tiene un primer haplotipo y un segundo haplotipo. El método 1090 implica comparar los niveles relativos de
metilacién entre dos haplotipos.

En el bloque 1091, se analizan moléculas de ADN de la muestra biol6gica para identificar sus ubicaciones en un
genoma de referencia correspondiente al organismo. Las moléculas de ADN pueden ser moléculas de ADN celular.
Por ejemplo, las moléculas de ADN se pueden secuenciar para obtener lecturas de secuencia, y las lecturas de
secuencia se pueden mapear (alinear) con el genoma de referencia. Si el organismo fuera un humano, entonces el
genoma de referencia seria un genoma humano de referencia, potencialmente de una subpoblacién particular. Como
otro ejemplo, las moléculas de ADN se pueden analizar con diferentes sondas (por ejemplo, después de PCR u otros
métodos de amplificaciéon), donde cada sonda corresponde a una ubicacién gendmica, que puede cubrir un
heterocigoto y uno o mas sitios CpG, como se describe a continuacion.

Ademas, las moléculas de ADN se pueden analizar para determinar un alelo respectivo de la molécula de ADN. Por
ejemplo, un alelo de una molécula de ADN se puede determinar a partir de una secuencia leida obtenida a partir de
secuenciacién o de una sonda particular que se hibrida con la molécula de ADN, donde ambas técnicas pueden
proporcionar una secuencia leida (por ejemplo, la sonda se puede tratar como la secuencia leida cuando hay
hibridacion). Se puede determinar un estado de metilacién en cada uno de uno o0 mas sitios (por ejemplo, sitios CpG)
para las moléculas de ADN.

En el bloque 1092, se identifican uno o mas loci heterocigotos de una primera porcién de la primera regidén
cromosémica. Cada locus heterocigoto puede incluir un primer alelo correspondiente en el primer haplotipo y un

66



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2985191 T3

segundo alelo correspondiente en el segundo haplotipo. El uno o mas loci heterocigotos puede ser una primera
pluralidad de loci heterocigotos, donde una segunda pluralidad de loci heterocigotos puede corresponder a una region
cromosémica diferente.

En el bloque 1093, se identifica un primer conjunto de la pluralidad de moléculas de ADN. Cada una de la pluralidad
de moléculas de ADN esté ubicada en cualquiera de los loci heterocigotos del bloque 1096 e incluye un primer alelo
correspondiente, de tal manera que la molécula de ADN se puede identificar como correspondiente al primer haplotipo.
Es posible que una molécula de ADN esté ubicada en més de uno de los loci heterocigotos, pero normalmente una
lectura solo incluiria un locus heterocigoto. Cada uno del primer conjunto de moléculas de ADN también incluye al
menos uno de los N sitios gendmicos, donde los sitios genémicos se utilizan para medir los niveles de metilacién. N
es un numero entero, por ejemplo, mayor o iguala 1, 2, 3, 4, 5, 10, 20, 50, 100, 200, 500, 1,000, 2,000 o 5,000. Por
tanto, una lectura de una molécula de ADN puede indicar la cobertura de 1 sitio, 2 sitios, etc. El 1 sitio genémico puede
incluir un sitio en el que esta presente un nucleétido CpG.

En el bloque 1094, se determina un primer nivel de metilacién de la primera porcién del primer haplotipo utilizando el
primer conjunto de la pluralidad de moléculas de ADN. El primer nivel de metilacion se puede determinar mediante
cualquier método descrito en el presente documento. La primera porcién puede corresponder a un solo sitio o incluir
muchos sitios. La primera porcidén del primer haplotipo puede tener una longitud mayor o igual a 1 kb. Por ejemplo, la
primera porcidn del primer haplotipo puede tener una longitud mayor o igual a 1 kb, 5 kb, 10 kb, 15 kb 0 20 kb. Los
datos de metilacién pueden ser datos del ADN celular.

Se pueden determinar una pluralidad de primeros niveles de metilacién para una pluralidad de porciones del primer
haplotipo. Cada porcién puede tener una longitud mayor o igual a 5 kb o cualquier tamafio descrito en el presente
documento para la primera porcidn del primer haplotipo.

En el bloque 1095, se identifica un segundo conjunto de la pluralidad de moléculas de ADN. Cada una de la pluralidad
de moléculas de ADN est4 ubicada en cualquiera de los loci heterocigotos del bloque 1096 e incluye un segundo alelo
correspondiente, de tal manera que la molécula de ADN se puede identificar como correspondiente al segundo
haplotipo. Cada uno del segundo conjunto de moléculas de ADN también incluye al menos uno de los N sitios
gendmicos, donde los sitios gendmicos se utilizan para medir los niveles de metilacion.

En el bloque 1096, se determina un segundo nivel de metilacién de la primera porcién de un segundo haplotipo
utilizando el segundo conjunto de la pluralidad de moléculas de ADN. El segundo nivel de metilacién se puede
determinar mediante cualquier método descrito en el presente documento. La primera porcién del segundo haplotipo
puede tener una longitud mayor o igual a 1 kb o cualquier tamafio para la primera porcidén del primer haplotipo. La
primera porcién del primer haplotipo puede ser complementaria a la primera porcién del segundo haplotipo. La primera
porcién del primer haplotipo y la primera porcién del segundo haplotipo pueden formar una molécula de ADN circular.
El primer nivel de metilacién de la primera porcidén del primer haplotipo se puede determinar utilizando datos de la
molécula de ADN circular. Por ejemplo, el andlisis del ADN circular puede incluir el analisis descrito en la FIG. 1, FIG.
2, FIG. 4, FIG. 5 FIG. 6, FIG. 7, FIG. 8, FIG. 50, o FIG. 61.

La molécula de ADN circular se puede formar cortando una molécula de ADN de hebra doble utilizando un complejo
Cas9 para formar una molécula de ADN de hebra doble cortada. Se puede ligar un adaptador de horquilla sobre un
extremo de la molécula de ADN de hebra doble cortada. En las realizaciones, se pueden cortar y ligar ambos extremos
de una molécula de ADN de hebra doble. Por ejemplo, el corte, la ligacidén y el analisis posterior se pueden realizar
como se describe en la FIG. 91.

Se pueden determinar una pluralidad de segundos niveles de metilacién para una pluralidad de porciones del segundo
haplotipo. Cada porcién de la pluralidad de porciones del segundo haplotipo puede ser complementaria a una porcién
de la pluralidad de porciones del primer haplotipo.

En el bloque 1097, se calcula un valor de un parametro utilizando el primer nivel de metilacién y el segundo nivel de
metilacién. El pardmetro puede ser un valor de separacién. El valor de separacién puede ser una diferencia entre los
dos niveles de metilacién o una relacién de los dos niveles de metilacién.

Si se utiliza una pluralidad de porciones del segundo haplotipo, entonces para cada porcién de la pluralidad de
porciones del segundo haplotipo, se puede calcular un valor de separacién utilizando el segundo nivel de metilacién
de la porcién del segundo haplotipo y el primer nivel de metilacién utilizando la porcién complementaria del primer
haplotipo. El valor de separacién se puede comparar con un valor de corte.

El valor de corte se puede determinar a partir de tejidos que no tienen el trastorno. El parametro puede ser el nimero
de porciones del segundo haplotipo donde el valor de separacién excede el valor de corte. Por ejemplo, el nimero de
porciones del segundo haplotipo donde el valor de separacién excede el valor de corte puede ser similar al nimero de
regiones que se muestran con una diferencia superior al 30 % en la FIG. 105A, FIG. 105B, y la FIG. 106. Con la figura.
105A, FIG. 105B, y la FIG. 106, el valor de separaciéon es una relacidén y el valor de corte es 30 %. En algunas
realizaciones, el valor limite se puede determinar a partir de tejidos que tienen el trastorno.
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En otro ejemplo, el valor de separacidén para cada porciéon se puede agregar, por ejemplo, sumar, lo que se puede
hacer mediante una suma ponderada o una suma de funciones de los valores de separacién respectivos. Dicha
agregacién puede proporcionar el valor del parametro.

En el bloque 1098, el valor del parametro se compara con un valor de referencia. El valor de referencia se puede
determinar utilizando un tejido de referencia sin el trastorno. El valor de referencia puede ser un valor de separacién.
Por ejemplo, el valor de referencia puede representar que no deberia haber una diferencia significativa entre los niveles
de metilacién de los dos haplotipos. Por ejemplo, el valor de referencia puede ser una diferencia estadistica de 0 o
una relacién de aproximadamente 1. Cuando se utiliza una pluralidad de porciones, el valor de referencia puede ser
un numero de porciones en un organismo sano donde los dos haplotipos muestran un valor de separacién que excede
el valor de corte. En algunas realizaciones, el valor de referencia se puede determinar utilizando un tejido de referencia
con el trastorno.

En el bloque 1099, la clasificacién del trastorno en el organismo se determina utilizando la comparacién del valor del
parametro con el valor de referencia. Se puede determinar que el trastorno esta presente o es mas probable si el valor
del pardmetro excede el valor de referencia. El trastorno puede incluir cancer. El cancer puede ser cualquier cancer
descrito en el presente documento. La clasificacién del trastorno puede ser una probabilidad del trastorno. La
clasificacion del trastorno puede incluir la gravedad del trastorno. Por ejemplo, un valor de parametro mayor que
indiqgue una mayor cantidad de porciones con un desequilibrio de haplotipo puede indicar una forma mas grave de
cancer.

Si bien el método descrito con la FIG. 109 implica una clasificacién de un trastorno, se pueden utilizar métodos
similares para determinar cualquier condicién o caracteristica que pueda resultar de un desequilibrio en los niveles de
metilacién entre haplotipos. Por ejemplo, el nivel de metilacién de un haplotipo del ADN fetal puede ser menor que el
de un haplotipo del ADN materno. Los niveles de metilacion se pueden utilizar para clasificar los acidos nucleicos
como maternos o fetales.

Cuando el trastorno es cancer, diferentes regiones cromosémicas de un tumor pueden exhibir tales diferencias en la
metilacién. Dependiendo de las regiones afectadas, se puede proporcionar un tratamiento diferente. Ademés, los
sujetos que tienen diferentes regiones que exhiben dichas diferencias en la metilacién pueden tener pronésticos
diferentes.

Las regiones (porciones) cromosémicas que tienen una separacién suficiente (por ejemplo, mayor que un valor de
corte) se pueden identificar como aberrantes (o que tienen una separacién aberrante). Un patrén de regién aberrante
(que potencialmente explica qué haplotipo es mayor que el otro) se puede comparar con un patrén de referencia (por
ejemplo, determinado a partir de un sujeto que tiene cancer, potencialmente un tipo particular de cancer o un sujeto
sano). Si los dos patrones son iguales dentro de un umbral (por ejemplo, menor de un numero especifico de
regiones/porciones que difieren) que un patrén de referencia que tiene una clasificacién particular, se puede identificar
que el sujeto tiene esa clasificacion para el trastorno. Dicha clasificacién puede incluir un trastorno de impronta, por
ejemplo, como se describe en el presente documento.

VII. Analisis de metilacién de moléculas Unicas para moléculas hibridas

Para evaluar mas a fondo el rendimiento y la utilidad de las realizaciones divulgadas en el presente documento con
respecto a la determinacién de modificaciones de bases de acidos nucleicos, creamos artificialmente fragmentos de
ADN hibridos humanos y de ratén para los cuales la parte humana estaba metilada y la parte de ratén no estaba
metilada, o viceversa. La determinacién de uniones de moléculas de ADN hibridas o quiméricas puede permitir detectar
fusiones de genes para diversos trastornos o enfermedades, que incluyen el cancer. Los métodos y analisis en esta
seccidn no estan de acuerdo con la invencién y estan presentes solo con fines ilustrativos.

A. Métodos para crear fragmentos de ADN hibridos humanos y de ratén.

Esta seccidn describe la creacion de fragmentos de ADN hibridos y luego un procedimiento para determinar los perfiles
de metilacion de los fragmentos.

EI ADN humano se amplificé a través de la amplificacién del genoma completo de manera que la firma de metilacién
original en el genoma humano se eliminaria porque la amplificacién del genoma completo no preservaria los estados
de metilacién. La amplificacion del genoma completo se podria realizar utilizando hexameros degenerados
modificados con tiofosfato resistentes a exonucleasas como cebadores que podrian unirse aleatoriamente a un
genoma, permitiendo que la polimerasa (por ejemplo, la ADN polimerasa Phi29) amplifique el ADN sin ciclos térmicos.
El producto de ADN amplificado no estaria metilado. Las moléculas de ADN humano amplificadas se trataron
adicionalmente con M.Sssl, una metiltransferasa CpG, que en teoria metilaria completamente todas las citosinas en
el contexto CpG en ADN de hebra doble, no metilado o hemimetilado. Por tanto, dicho ADN humano amplificado tratado
con M.Sssl se convertiria en moléculas de ADN metiladas.

Por el contrario, el ADN del ratén se sometié a amplificacién del genoma completo de tal manera que se produjeran
fragmentos de ADN de ratdn no metilados.

68



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2985191 T3

Con fines ilustrativos, la FIG. 110 ilustra la creacion de fragmentos de ADN hibridos humano-ratén para los cuales la
parte humana esta metilada mientras que la parte del ratédn no estd metilada. Las paletas rellenas representan sitios
CpG metilados. Las paletas sin rellenar representan sitios CpG no metilados. La barra gruesa 11010 con rayas
diagonales representa la parte humana metilada. La barra gruesa 11020 con rayas verticales representa la parte del
ratdn sin metilar.

Para la generacién de moléculas de ADN hibridas de humano-ratén, en una realizacién, las moléculas de ADN
amplificadas con el genoma completo y tratadas con M.Sssl se digirieron adicionalmente con Hindlll y Ncol para
generar extremos pegajosos para facilitar la ligacién en direccién descendente. Los fragmentos de ADN humano
metilados se mezclaron ademas con los fragmentos de ADN de ratén no metilados en una relacién equimolar. Dicha
mezcla de ADN humano-ratén se sometié a un proceso de ligacién, que en una realizacién estuvo mediado por ADN
ligasa a 20 °C durante 15 minutos. Como se muestra en la FIG. 110, esta reaccién de ligaciéon produciria 3 tipos de
moléculas resultantes, que incluyen moléculas de ADN hibridas humano-ratén (a: fragmentos hibridos humano-ratén);
moléculas de ADN solo humanas (b: ligacidn humano-humano y ¢: ADN humano sin ligacién); y moléculas de ADN
solo de ratén (d: ligacién ratén-ratéon y e: ADN de ratdn sin ligacidn). El producto de ADN después de la ligacidén se
sometié a secuenciaciéon en tiempo real de Unica molécula. Los resultados de la secuenciacién se analizaron de
acuerdo con la divulgacién proporcionada en el presente documento para determinar los estados de metilacién.

Con fines ilustrativos, la FIG. 111 ilustra la creacién de fragmentos de ADN hibridos humano-ratén para los cuales la
parte humana no est4 metilada mientras que la parte del ratén estd metilada. Las paletas rellenas representan sitios
CpG metilados. Las paletas sin rellenar representan sitios CpG no metilados. La barra gruesa 11110 con rayas
diagonales representa la parte metilada del ratén. La barra gruesa 11120 con rayas verticales representa la parte
humana sin metilar.

Para el ejemplo de la FIG. 111, las moléculas de ADN del ratén se amplificaron a través de la amplificacién del genoma
completo de tal manera que se eliminara la metilacién original en el genoma del ratén. El producto de ADN amplificado
no estaria metilado. EIADN de ratén amplificado se trataria adicionalmente con M.Sssl. Por tanto, dicho ADN de ratén
amplificado tratado con M.Sssl se convertiria en moléculas de ADN metiladas. Por el contrario, los fragmentos de ADN
humano se sometieron a una amplificacién del genoma completo para obtener fragmentos humanos no metilados. En
una realizacién, los fragmentos humanos metilados se mezclaron ademas con los fragmentos no metilados en una
relacién equimolar. Dicha mezcla de ADN humano-ratén se sometid a un proceso de ligacién mediado por ADN ligasa.
Como se muestra en la FIG. 111, esta reaccién de ligacién produciria 3 tipos de moléculas resultantes, que incluyen
moléculas de ADN hibridas humano-ratdn (a: fragmentos hibridos humano-ratén); moléculas de ADN solo humanas
(b: ligacién humano-humano y ¢: ADN humano sin ligacién); y moléculas de ADN solo de ratén (d: ligacién ratén-ratén
y e: ADN de ratén sin ligacién). El producto de ADN después de la ligacidn se sometié a secuenciacién en tiempo real
de Unica molécula. Los resultados de la secuenciacién se analizaron de acuerdo con la divulgacién proporcionada en
el presente documento para determinar los estados de metilacion.

De acuerdo con el ejemplo mostrado en la FIG. 110, preparamos una mezcla de ADN artificial (lamada muestra MIX01)
que comprende moléculas de ADN hibridas humano-ratén, ADN solo humano y ADN solo de ratén para las cuales las
moléculas de ADN asociadas a humanos estaban metiladas mientras que las moléculas de ADN de ratén no estaban
metiladas. Para la muestra MIX01, obtuvimos 166 millones de sublecturas que se podrian alinear con un genoma de
referencia humano o de ratdn, o parcialmente con un genoma humano y parcialmente con un genoma de ratén. Estas
sublecturas se generaron a partir de aproximadamente 5 millones de pocillos de Secuenciaciéon en Tiempo Real de
Unico Molécula (SMRT) de Pacific Biosciences. Cada molécula en un pocillo de secuenciacién en tiempo real de Unica
molécula se secuencié en promedio 32 veces (rango: 1 - 881 veces).

Para determinar la parte de ADN humano y ADN de ratén en un fragmento hibrido, primero construimos secuencias
de consenso al combinar la informacidén de nucledtidos de todas las sublecturas relevantes en un pocillo. En total,
obtuvimos 3,435,657 secuencias consenso para la muestra MIX01. El conjunto de datos se generé a partir de ADN
preparado con el Kit de Secuenciacién Sequel Il 1.0.

Las secuencias consenso se alinearon con los genomas de referencia que comprenden tanto las referencias humanas
como las de raton. Obtuvimos 3.2 millones de secuencias consenso alineadas. Entre ellas, el 39.6 % se clasificaron
como tipo de ADN solo humano; el 26.5 % de ellos se clasificaron como tipo de ADN solo de ratén y el 30.2 % de ellos
como ADN hibrido humano-ratén.

Con fines ilustrativos, la FIG. 112 muestra la distribucién de longitud de las moléculas de ADN en la mezcla de ADN
después de la ligacién (muestra MIX01). El eje x muestra la longitud de una molécula de ADN. El eje y muestra la
frecuencia asociada con la longitud de la molécula de ADN. Como se muestra en la FIG. 112, las moléculas de ADN
hibridas humano-ratén tenian una distribucién de longitud mas larga, lo que era consistente con el hecho de que eran
una combinacién de al menos dos tipos de moléculas.

Con fines ilustrativos, la FIG. 113 ilustra una regién de unién mediante la cual se unen un primer ADN (A) y un segundo
ADN (B). EI ADN (A) y el ADN (B) se pueden digerir con una enzima de restriccién. En una realizacién, para mejorar
la eficacia de la ligacién utilizando los extremos escalonados, utilizamos las enzimas de restriccién Hindlll y Ncol, que
reconocen los sitios A"AGCTT y CACATGG respectivamente, para digerir el ADN humano y de ratén antes de la etapa
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de ligacién. A continuacién se pueden ligar el ADN (A) y el ADN (B). Entre 698,492 moléculas de ADN hibrido humano-
ratéon que albergan regiones de unidn, encontramos que el 88 % de las moléculas de ADN hibrido humano-ratén que
llevaban el sitio de reconocimiento enzimatico de A*AGCTT y CACATGG, lo que sugiere ademas que se habia
producido la ligacidén entre fragmentos de ADN humano y de ratdén. Dicha regién de unién se define como una regién
o sitio mediante el cual se unieron fisicamente un primer fragmento de ADN y un segundo fragmento de ADN. Debido
a que la unién incluye secuencias comunes tanto al ADN (A) como al ADN (B), no se puede determinar que la porcién
de una hebra correspondiente a la unién sea parte del ADN (A) o del ADN (B) solo por la secuencia. Se puede utilizar
el anédlisis del patrén de metilacién o la densidad de la porcién de una hebra correspondiente a la unién para determinar
si la porcién es de ADN (A) o ADN (B). Como un ejemplo, el ADN (A) puede ser ADN viral y el ADN (B) puede ser ADN
humano. La determinacién de la unién exacta puede informar si dicho ADN integrado altera las estructuras de las
proteinas y cdmo.

Con fines ilustrativos, la FIG. 114 ilustra el analisis de metilaciéon para la mezcla de ADN. La barra 11410 con rayas
diagonales indica una regién de unién observada en el analisis de alineacién que se introduciria mediante un
tratamiento con enzimas de restriccion antes de la ligacion. “Sitio RE” indica sitio de reconocimiento de enzima de
restriccién (RE).

Como se muestra en la FIG. 114, en una realizacién, las secuencias consenso alineadas se agruparon en tres
categorias de la siguiente manera:

(1) Un ADN secuenciado solo se alined con un genoma de referencia humano pero no con un genoma de referencia
de ratén, en referencia a uno o mas criterios de alineacién. En un ejemplo, un criterio de alineacién se podria definir
como, pero no limitado a, 100 %, 95 %, 90 %, 80 %, 70 %, 60 %, 50 %, 40 %, 30 % o 20 % de nucleétidos contiguos
de un ADN secuenciado se podria alinear con una referencia humana. En un ejemplo, un criterio de alineacién seria
que la parte restante del fragmento secuenciado que no se alineé con la referencia humana no pueda alinearse con
un genoma de referencia de ratébn. En un ejemplo, un criterio de alineacién fue que el ADN secuenciado pudiera
alinearse con una Unica regién en un genoma humano de referencia. En un ejemplo, la alineacién podria ser perfecta.
Todavia en otra realizacién, el alineamiento se podria adaptar a discrepancias de nucleétidos, que incluyen
inserciones, emparejamientos erréneas y supresiones, siempre que dichas discrepancias fueran inferiores a ciertos
umbrales, tales como, pero no limitados a, 1 %, 2 %, 3 %, 4 %, 5 %, 10 %, 20 % o 30 % de la longitud de las secuencias
alineadas. En otro ejemplo, el alineado podria estar en més de una ubicacién en un genoma de referencia. Aln en
otros ejemplos, el alineamiento con uno o mas sitios en un genoma de referencia podria indicarse de manera
probabilistica (por ejemplo, indicando la posibilidad de un alineamiento erréneo), y la medicién de probabilidades se
podria utilizar en el procesamiento posterior.

(2) Un ADN secuenciado solo se aline6 con un genoma de referencia de ratén pero no con un genoma de referencia
humano, en referencia a uno o mas criterios de alineaciéon. En un ejemplo, un criterio de alineacién se podria definir
como, pero no limitado a, 100 %, 95 %, 90 %, 80 %, 70 %, 60 %, 50 %, 40 %, 30 % o 20 % de nucleétidos contiguos
de un ADN secuenciado se podria alinear con una referencia de ratén. En un ejemplo, un criterio de alineacién seria
que la parte restante no pudiera alinearse con un genoma humano de referencia. En un ejemplo, un criterio de
alineacién fue que el ADN secuenciado se pudiera alinear con una Unica regién en un genoma de ratdn de referencia.
En un ejemplo, la alineacién podria ser perfecta. Todavia en otras realizaciones, el alineamiento se podria adaptar a
discrepancias de nucleétidos, que incluyen inserciones, emparejamientos errébneos y supresiones, siempre que dichas
discrepancias fueran menores a ciertos umbrales, tales como, pero no se limitan a, 1 %, 2 %, 3 %, 4 %, 5 %, 10 %,
20 % o 30 % de la longitud de las secuencias alineadas. En otro ejemplo, el alineado podria estar en més de una
ubicacién en un genoma de referencia. Todavia en otros ejemplos, el alineamiento con uno o0 mas sitios en un genoma
de referencia podria indicarse de manera probabilistica (por ejemplo, indicando la posibilidad de un alineamiento
erréneo), y la medicién de probabilidades se podria utilizar en el procesamiento posterior.

(3) Una parte de un ADN secuenciado se alined de manera Unica con un genoma de referencia humano, mientras que
otra parte se alineé de manera Unica con un genoma de referencia de ratén. En un ejemplo, si se utilizara una enzima
de restriccién antes de la ligacién, se observaria una regién de unién en el anélisis de alineacién, correspondiente al
sitio de corte de la enzima de restricciéon. En algunos ejemplos, las regiones de unién entre partes de ADN humano y
de ratdn solo se pudieron determinar aproximadamente dentro de una determinada regién debido a errores de
secuenciacidn y alineacion. En algunos ejemplos, los sitios de reconocimiento de enzimas de restriccién no serian
observables en las regiones de unién de fragmentos de ADN hibridos humano-ratén si la ligacién involucrara moléculas
sin el corte de enzimas de restriccién (por ejemplo, si hubiera una ligacién de extremos romos).

Las duraciones interpulsos (IPD), las anchuras de pulso (PW) y el contexto de secuencia que rodea los sitios CpG se
obtuvieron a partir de aquellas sublecturas correspondientes a las secuencias de consenso. De este modo, la
metilacién de cada molécula de ADN, que incluyen el ADN solo humano, solo de ratén e hibrido humano-ratén, se
podria determinar de acuerdo con las realizaciones presentes en esta divulgacion.

B. Resultados de la metilacién

Esta seccién describe los resultados de la metilacién para fragmentos de ADN hibridos. Las densidades de metilacién
se pueden utilizar para identificar los origenes de diferentes partes de fragmentos de ADN hibrido.
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Con fines ilustrativos, la FIG. 115 muestra un diagrama de caja de las probabilidades de ser metilado para sitios CpG
en la muestra MIX01. El eje x muestra las tres moléculas diferentes presentes en la muestra MIX01: ADN solo humano,
ADN solo de ratén y ADN hibrido humano-ratén (incluye una parte humana y una parte de ratén). El eje y muestra la
probabilidad de que se metile un sitio CpG de una molécula de ADN particular. Este ensayo se realizé de manera que
el ADN humano estuviera mas metilado mientras que el ADN del ratdn estuviera menos metilado.

Como se muestra en la FIG. 115, la probabilidad de ser metilado para un sitio CpG en el ADN solo humano (mediana:
0.66; rango: 0-1) fue significativamente mayor que la del ADN solo de ratén (mediana: 0.06; rango: 0-1) (valor de p <
0.0001). Estos resultados estaban en linea con el disefio del ensayo para el cual el ADN humano estaba mas metilado
debido al tratamiento con la CpG metiltransferasa M.Sssl, mientras que el ADN del ratéon estaba menos metilado
porque la metilacién no podia conservarse durante la amplificacién del genoma completo. Mas aun, los sitios CpG
dentro de la parte del ADN humano en una molécula de ADN hibrida humano-ratén mostraron una mayor probabilidad
de estar metilados (mediana: 0.69; rango: 0-1) en comparacién con aquellos dentro de la parte del ADN del ratén
(mediana: 0.06; rango : 0-1) (valor de P < 0.0001). Estos datos indican que el método divulgado podria determinar con
precision el estado de metilacion de las moléculas de ADN, asi como los segmentos dentro de una molécula de ADN.

La probabilidad de metilacién se refiere a la probabilidad estimada de un sitio CpG particular dentro de una Unica
molécula en base al modelo estadistico utilizado. Una probabilidad de 1 indica que, de acuerdo con el modelo
estadistico, el 100 % de los sitios CpG que utilizan los parametros medidos (incluidos IPD, PW y contexto de
secuencia) estarian metilados. Una probabilidad de O indica que, en base al modelo estadistico, el 0 % de los sitios
CpG que utilizan los parametros medidos (que incluyen IPD, PW y contexto de secuencia) estarian metilados. En otras
palabras, todos los sitios CpG que utilicen los parametros medidos no estarian metilados. La FIG. 115 muestra una
distribucién de las probabilidades de metilacién, con una distribucién mas amplia para el ADN solo humano y la parte
humana que para las contrapartes de ratén. La secuenciacién con bisulfito se utiliza para medir la metilacién de
muestras similares para confirmar que la metilacién no fue completa y los resultados se muestran a continuacién. La
FIG. 115 muestra una diferencia significativa entre la metilacién en ADN humano versus ADN de ratén.

De acuerdo con la realizacién mostrada en la FIG. 111, preparamos una mezcla de ADN artificial (denominada muestra
MIX02) que comprende moléculas de ADN hibridas humano-ratén, ADN solo humano y ADN solo de ratén en el que
la parte humana no esta metilada y la parte del ratén esta metilada. Para la muestra MIX02, obtuvimos 140 millones
de sublecturas que se podrian alinear con un genoma de referencia humano o de ratén, o parcialmente con un genoma
humano y parcialmente con un genoma de ratén. Estas sublecturas se generaron a partir de aproximadamente 5
millones de pocillos de Secuenciacién en Tiempo Real de Unica Molécula (SMRT) de Pacific Biosciencees. Cada
molécula en un pocillo de secuenciacién en tiempo real de Unica molécula se secuencié en promedio 27 veces (rango:
1-1028 veces).

También construimos secuencias de consenso al combinar la informacidén de nucleétidos de todas las sublecturas
relevantes en un pocillo. En total, obtuvimos 3,265,487 secuencias consenso para la muestra MIX02. Las secuencias
consenso se alinearon con los genomas de referencia que comprenden tanto las referencias humanas como las de
ratdn utilizando BWA (Li H et al., Bioinformatics. 2010;26(5):589-595). Obtuvimos 3.0 millones de secuencias consenso
alineadas. Entre ellas, el 30.5 % se clasificaron como de tipo ADN solo humano; el 32.2 % se clasific6 como tipo de
ADN solo de ratén y el 33.8 % se clasific6 como ADN hibrido humano-ratén. El conjunto de datos se generé a partir
de ADN preparado con el Kit de Secuenciacién Sequel Il 1.0.

Con fines ilustrativos, la FIG. 116 muestra la distribucién de longitud de las moléculas de ADN en la mezcla de ADN
después de la ligacién cruzada de la muestra MIX02. El eje x muestra la longitud de una molécula de ADN. El eje y
muestra la frecuencia asociada con la longitud de la molécula de ADN. Como se muestra en la FIG. 116, las moléculas
de ADN hibridas humano-ratdn tenian una distribucién de longitud mas larga, lo que concuerda con el hecho de que
se produjeron mediante la ligacién de méas de una molécula.

Con fines ilustrativos, la FIG. 117 muestra un diagrama de caja de las probabilidades de ser metilado para sitios CpG
en la muestra MIX02. El estado de metilacién se determind de acuerdo con los métodos descritos en el presente
documento. El eje x muestra las tres moléculas diferentes presentes en la muestra MIX01: ADN solo humano, ADN
solo de ratéon y ADN hibrido humano-ratén (incluye una parte humana y una parte de ratén). El eje y muestra la
probabilidad de que un sitio CpG esté metilado. Este ensayo se realizd de manera que el ADN humano no estuviera
metilado mientras que el ADN del ratén estaba metilado.

Como se muestra en la FIG. 117, la probabilidad de ser metilado para los sitios CpG en el ADN solo humano (mediana:
0.08; rango: 0-1) fue significativamente menor que la del ADN solo de ratén (mediana: 0.93; rango: 0-1) (valor de p <
0.0001). Estos resultados estaban en linea con el disefio del ensayo para el cual el ADN humano estaba menos
metilado porque la metilacién no podia conservarse durante la amplificacién del genoma completo, mientras que el
ADN del ratén estaba méas metilado debido al tratamiento con la CpG metiltransferasa M.Sssl. Mas audn, los sitios CpG
dentro de la parte del ADN humano en una molécula de ADN hibrida humano-ratédn mostraron menores probabilidades
de ser metilados (mediana: 0.07; rango: 0-1) en comparacién con aquellos dentro de la parte del ADN del ratén
(mediana: 0.93; rango: 0-1) (valor de p < 0.0001). Estos datos indican que el método divulgado podria determinar con
precision el estado de metilacion de las moléculas de ADN, asi como los segmentos dentro de una molécula de ADN.
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Se utilizé secuenciacién con bisulfito para medir la metilaciéon de fragmentos hibridos humano-ratén cuyos patrones
de metilacién se determinaron mediante secuenciacién en tiempo real de Gnica molécula de acuerdo con realizaciones
en esta divulgaciéon. La muestra MIX01 (el ADN humano estaba metilado y el ADN de ratén no estaba metilado) y
MIX02 (el ADN humano no estaba metilado y el ADN de ratén estaba metilado) se cortaron dando como resultado una
mezcla con un tamafio de fragmento de ADN de mediana de 196 bp (rango intercuartil: 161 - 268). Mdiante sonicacién.
Luego se realiz6 la secuenciacidn con bisulfito de extremos emparejados (BS-Seq) en la plataforma MiSeq (lllumina)
con una longitud de lectura de 300 bp x2. Obtuvimos 3.7 millones y 2.9 millones de fragmentos secuenciados para
MIX01 y MIX02, respectivamente, que se alinearon con el genoma de referencia humano o de ratén, o parcialmente
con un genoma humano y parcialmente con un genoma de ratén. Para MIX01, el 41.6 % de los fragmentos alineados
se clasificaron como ADN solo humano, el 56.6 % como ADN solo de ratén y el 1.8 % como ADN hibrido humano-
raton. Para MIX02, el 61.8 % de los fragmentos alineados se clasificaron como ADN solo humano, el 36.3 % como
ADN solo de ratén y el 1.9 % como ADN hibrido humano-ratén. El porcentaje de fragmentos secuenciados que se
determiné que eran ADN hibrido humano-ratén en BS-Seq (<2 %) fue mucho menor que el observado en los resultados
de secuenciacién de Pacific Biosciences (>30 %). En particular, los fragmentos largos (una mediana de ~2 kb) fueron
secuenciados mediante secuenciacién de Pacific Biosciences, mientras que los fragmentos largos se dividieron en
fragmentos cortos (una mediana de ~196 bp) que eran adecuados para MiSeq. Dicho proceso de corte diluiria en gran
medida los fragmentos hibridos humano-ratén.

Con fines ilustrativos, la FIG. 118 muestra una tabla que compara la metilacién determinada mediante secuenciacién
con bisulfito y secuenciacién de Pacific Biosciences para MIX01. La seccién mas a la izquierda de la tabla muestra el
tipo de ADN: 1) solo humano; 2) solo ratén; y 3) hibrido humano-ratén, dividido en la parte humana y la parte de raton.
La seccién central de la tabla muestra detalles de la secuenciacién de bisulfito, que incluye el nimero de sitios CG y
la densidad de metilacion. La seccidon mas a la derecha de la tabla muestra detalles de la secuenciacién de Pacific
Biosciences, que incluye el nimero de sitios de CG y la densidad de metilacién.

Como se muestra en la FIG. 118, el ADN solo humano exhibidé consistentemente una mayor densidad de metilacién
que el ADN solo de ratdén para MIX01 tanto en la secuenciacién con bisulfito como en los resultados de la secuenciacién
de Pacific Biosciences. Para los fragmentos hibridos humano-ratéon, se determiné que los niveles de metilacién de la
parte humana y la parte del ratdn eran 46.8 % y 2.3 %, respectivamente, en los resultados de la secuenciacién con
bisulfito. Estos resultados confirmaron las mayores densidades de metilaciéon para la parte humana en comparacion
con la parte del ratén segun lo determinado por la secuenciacién de Pacific Biosciences de acuerdo con la divulgacién.
Con la secuenciacion de Pacific Biosciences se observé una densidad de metilacién del 57.4 % en la parte humana y
una menor densidad de metilacién del 12.1 % en la parte del ratdén. Estos resultados sugieren que la metilacién
determinada mediante la secuenciacién de Pacific Biosciences de acuerdo con esta divulgacién podria ser factible. En
particular, la secuenciacién de Pacific Biosciences se puede utilizar para determinar diferentes densidades de
metilacién, que incluyen en ADN que tiene una seccién con una densidad de metilacién mayor que otra seccién.
Observamos que la densidad de metilacién determinada por la secuenciacién de Pacific Biosciences de acuerdo con
la divulgacién fue mayor en relacién con la secuenciacién con bisulfito. Dicha estimacién se puede ajustar utilizando
la diferencia entre los resultados determinados por estas dos tecnologias para comparar los resultados entre las
tecnologias.

Con fines ilustrativos, la FIG. 119 muestra una tabla que compara la metilacién determinada mediante secuenciacién
con bisulfito y secuenciacién de Pacific Biosciences para MIX02. La seccién mas a la izquierda de la tabla muestra el
tipo de ADN: 1) solo humano; 2) solo ratén; y 3) hibrido humano-ratén, dividido en la parte humana y la parte de raton.
La seccién central de la tabla muestra detalles de la secuenciacién de bisulfito, que incluye el nimero de sitios CG y
la densidad de metilacion. La seccidon mas a la derecha de la tabla muestra detalles de la secuenciacién de Pacific
Biosciences, que incluye el nimero de sitios de CG y la densidad de metilacién.

Como se muestra en la FIG. 119, el ADN solo humano exhibié consistentemente una densidad de metilacién méas baja
que el ADN solo de ratdén para MIX02 tanto en la secuenciacién con bisulfito como en los resultados de la secuenciacién
de Pacific Biosciences. Para los fragmentos hibridos humano-ratéon, se determiné que los niveles de metilacién de la
parte humana y la parte del ratén eran 1.8 % y 67.4 %, respectivamente, en los resultados de la secuenciacién con
bisulfito. Estos resultados confirmaron ain més las densidades de metilacion més bajas para la parte humana en
comparacién con la parte del ratén segun lo determinado por la secuenciacidén de Pacific Biosciences de acuerdo con
la divulgacién. Con la secuenciacidén de Pacific Biosciences, se observé una densidad de metilacién del 13.1 % en la
parte humana y una mayor densidad de metilacién del 72.2 % en la parte del ratén segln lo determinado mediante la
secuenciacion de Pacific Biosciences de acuerdo con esta divulgacion. También sugiribé que era factible determinar la
metilacién mediante la secuenciacién de Pacific Biosciences de acuerdo con esta divulgacién. En particular, la
secuenciacién de Pacific Biosciences se puede utilizar para determinar diferentes densidades de metilacién, que
incluye en ADN que tiene una seccidén con una densidad de metilacién menor que otra seccién. También observamos
que la densidad de metilacién determinada por la secuenciacién de Pacific Biosciences de acuerdo con la divulgacién
fue mayor en relacién con la secuenciacién con bisulfito. Dicha estimacién se puede ajustar utilizando la diferencia
entre los resultados determinados por estas dos tecnologias para comparar los resultados entre las tecnologias.

Con fines ilustrativos, la FIG. 120A muestra los niveles de metilacién en intervalos de 5 Mb para ADN solo de humanos
y de ratdn para MIX01. La FIG. 120B muestra los niveles de metilacion en intervalos de 5 Mb para ADN solo de
humanos y de ratén para MIX02. En ambas figuras, el nivel de metilacién en porcentaje se muestra en el eje y. En el
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eje x se muestra la secuenciacién con bisulfito y la secuenciacién de Pacific Biosciences para cada uno de los ADN
de solo humano y ADN de solo ratén.

Los resultados en las FIG. 120Ay FIG. 120B. determinados por la secuenciaciéon de Pacific Biosciences de acuerdo
con la divulgacién se encontraron que era sistémicamente més altos en todos los intervalos tanto en la muestra MIX01
como en la MIX02.

Con fines ilustrativos, la FIG. 121A muestra los niveles de metilacion en intervalos de 5 Mb para la parte humana y la
parte de raton de fragmentos de ADN hibridos humano-ratén para MIX01. La FIG. 121B muestra los niveles de
metilacién en intervalos de 5 Mb para la parte humana y la parte de ratén de fragmentos de ADN hibridos humano-
ratén para MIX02. En ambas figuras, el nivel de metilacién en porcentaje se muestra en el eje y. En el eje x se muestra
la secuenciacién con bisulfito y la secuenciacion de Pacific Biosciences para cada parte del ADN humano y del ADN
de la parte del ratén.

La FIG. 121Ay FIG. 121B mostraron un aumento en el nivel de metilacién cuando se utiliza la secuenciacidén de Pacific
Biosciences en comparacién con la secuenciacién con bisulfito. Este aumento es similar al aumento en los niveles de
metilacién mediante la secuenciacién de Pacific Biosciences observado con ADN solo de humanos y ADN solo de
raton en la FIG. 120A y FIG. 120B. La mayor variabilidad en los niveles de metilacién en los intervalos de 5 Mb
presentes en los resultados de la secuenciaciéon con bisulfito para fragmentos hibridos probablemente se debié al
menor nimero de sitios CpG utilizados para el analisis.

Las FIG. 122Ay 122B son gréficos representativos que muestran estados de metilaciéon en una tnica molécula hibrida
humano-ratén. La FIG. 122A muestra un fragmento hibrido humano-ratén en la muestra MIX01. La FIG. 122B muestra
un fragmento hibrido humano-ratén en la muestra MIX02. Un circulo relleno indica un sitio metilado y un circulo sin
relleno indica un sitio no metilado. Los estados de metilacién en estos fragmentos se determinaron de acuerdo con las
realizaciones descritas en el presente documento.

Como se muestra en la FIG. 122A, se determind que la parte humana de una molécula hibrida de la muestra MIX01
estaba més metilada. Por el contrario, se determin6 que la parte del ADN del ratén estaba mas hipometilada. Por el
contrario, la FIG. 122B muestra que se determiné que la parte humana de una molécula hibrida de la muestra MIX02
estaba mas hipometilada, mientras que se determind que la parte de ADN de ratén estaba mas metilada.

Estos resultados demostraron que las realizaciones presentes en esta divulgacidén permitieron determinar los cambios
de metilacién en una Unica molécula de ADN con diferentes patrones de metilacién en diferentes partes de la molécula.
En una realizacién, se puede medir el estado de metilacién de un gen u otras regiones genémicas en las que diferentes
partes del gen o regiones gendmicas exhibirian un estado de metilacién diferente (por ejemplo, el promotor versus el
cuerpo del gen). En otra realizacién, los métodos presentados en el presente documento pueden detectar los
fragmentos hibridos humano-ratén, proporcionando un enfoque genérico para detectar moléculas de ADN que
contienen fragmentos no contiguos (es decir, moléculas quiméricas) con respecto a un genoma de referencia y analizar
sus estados de metilacidén. Por ejemplo, podriamos utilizar este enfoque para analizar, pero no se limitan a, fusiones
de genes, reordenamientos gendmicos, traducciones, inversiones, duplicaciones, variaciones estructurales,
integraciones de ADN viral, recombinaciones meiéticas, etc.

En algunas realizaciones, estos fragmentos hibridos podrian enriquecerse antes de la secuenciacién utilizando
métodos de hibridacién basados en sondas o sistemas CRISPR-Cas o sus enfoques variantes para el enriquecimiento
del ADN diana. Recientemente, se informé que una transposasa asociada a CRISPR de la cianobacteria Scytonema
hofmanni fue capaz de insertar segmentos de ADN en una regién cercana al sitio dirigido de interés (Strecker et al.
Science. 2019;365:48-53). La transposasa asociada a CRISPR podria funcionar como la transposicién mediada por
Tn7. En una realizacién, podriamos adaptar esta transposasa asociada a CRISPR para insertar secuencias
comentadas etiquetadas, por ejemplo, con biotina en una o mas regiones gendémicas de interés, guiadas por ARNg.
Podriamos utilizar perlas magnéticas recubiertas con, por ejemplo, estreptavidina para capturar las secuencias
comentadas, al extraer simultdineamente secuencias de ADN dirigidas para secuenciacién y anélisis de metilacién de
acuerdo con las realizaciones en esta divulgacion.

En algunas realizaciones, los fragmentos se pueden enriquecer al utilizar enzimas de restriccién, que pueden incluir
cualquier enzima de restriccién divulgada en el presente documento.

C. Método de deteccidn de moléculas quiméricas de ejemplo

La FIG. 123 muestra un método 1230 para detectar moléculas quiméricas en una muestra bioldgica. La realizacion
mostrada en la FIG. 123 no caen dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas y se debe considerar simplemente
como un ejemplo adecuado para comprender la invencién. Las moléculas quiméricas pueden incluir secuencias de
dos diferentes genes, cromosomas, organulos (por ejemplo, mitocondrias, nucleos, cloroplastos), organismos
(mamiferos, bacterias, virus, etc.) y/o especies. El método 1230 se puede aplicar a cada una de una pluralidad de
moléculas de ADN de la muestra biol6gica. En algunos ejemplos, la pluralidad de moléculas de ADN puede ser ADN
celular. En otros ejemplos, la pluralidad de moléculas de ADN pueden ser moléculas de ADN libres de células del
plasma de una mujer embarazada.
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En el bloque 1232, se puede realizar la secuenciacién de Unica molécula de una molécula de ADN para obtener una
lectura de secuencia que proporciona un estado de metilacién en cada uno de los sitios N. N puede ser 5 o mas, que
incluye 5a 10, 10 a 15, 15 a 20 o més de 20. Los estados de metilacién de la secuencia leida pueden formar un patrén
de metilacidén. La molécula de ADN puede ser una molécula de ADN de la pluralidad de moléculas de ADN, y el método
1230 se puede realizar en la pluralidad de moléculas de ADN. El patrén de metilacién puede adoptar varias formas.
Por ejemplo, el patrén podria ser N (por ejemplo, 2, 3, 4, etc.) sitios metilados seguidos de N sitios no metilados, o
viceversa. Dicho cambio en la metilacién puede indicar una unién. El nUmero de sitios contiguos que estan metilados
puede ser diferente del nimero de sitios contiguos que no estan metilados.

En el bloque 1234, el patréon de metilacién se puede deslizar sobre uno o mas patrones de referencia que corresponden
a moléculas quiméricas que tienen dos porciones de dos partes de un genoma humano de referencia. Un patrén de
referencia puede actuar como filtro para identificar un patrén coincidente que sea indicativo de una unién. Se puede
realizar un seguimiento del niumero de sitios que coinciden con el patrén de referencia de tal manera que una posicién
coincidente corresponda a un numero méximo de sitios coincidentes (es decir, el niUmero en el que el estado de
metilacién coincide con el patrén de referencia). Las dos partes del genoma humano de referencia pueden ser partes
discontinuas del genoma humano de referencia. Las dos partes del genoma humano de referencia pueden estar
separadas por méas de 1 kb, 5 kb, 10 kb, 100 kb, 1 Mb, 5 Mb o 10 Mb. Las dos partes pueden ser de dos brazos
cromosdémicos o cromosomas diferentes. El uno o mas patrones de referencia pueden incluir un cambio entre estados
metilados y estados no metilados.

En el bloque 1236, se puede identificar una posicién coincidente entre el patréon de metilacién y un primer patrén de
referencia de uno o més patrones de referencia. La posicién coincidente puede identificar una unién entre las dos
partes del genoma humano de referencia en la secuencia leida. La posicién de coincidencia puede corresponder a un
méaximo en una funcién de superposiciéon entre un patréon de referencia y el patrén de metilacién. La funcién de
superposicion puede utilizar multiples patrones de referencia, siendo la salida posiblemente un maximo sobre una
funcién agregada (es decir, cada patron de referencia contribuye a un valor de salida) o un méximo Unico que se
identifica en todos los patrones de referencia.

En el bloque 1238, la unién se puede generar como una ubicacién de una fusién genética en una molécula quimérica.
La ubicacién de la fusién genética se puede comparar con ubicaciones de referencia de fusiones genéticas para
diversos trastornos o enfermedades, que incluyen el cancer.

La posicién coincidente se puede emitir a una funcién de alineacién. Se puede refinar la ubicacion de la fusion genética.
Refinar la ubicacién de la fusidén genética puede incluir alinear una primera porcién de la secuencia leida con una
primera parte del genoma humano de referencia. La primera parte puede estar antes de la unidén. Refinar la ubicacion
de la fusién genética puede incluir alinear una segunda porcién de la secuencia leida con una segunda parte del
genoma humano de referencia. La segunda parte puede estar después de la unién. La primera parte del genoma
humano de referencia puede estar separada al menos 1 kb de la segunda parte del genoma humano de referencia.
Por ejemplo, la primera parte del genoma humano de referencia y la segunda parte del genoma humano de referencia
pueden tenerde 1.0a 1.5 kb, de 1.5a2.0kb, de 2.0a 2.5 kb, de 2.5 a 3.0 kb, de 3a 5 kb, 0 mas de 5 kb de diferencia.

Las uniones de multiples moléculas quiméricas se pueden comparar entre si para confirmar la ubicacién de una fusién
genética.

VIII. Conclusién

Hemos desarrollado un enfoque eficaz para predecir los niveles de metilaciéon de acidos nucleicos con resolucién de
base Unica. Este nuevo enfoque implementa un nuevo esquema para capturar simultaneamente la cinética de la
polimerasa que rodea la base que se interroga, el contexto de la secuencia y la informacidn de la hebra. Dicha nueva
transformacion de la cinética permitié identificar y modelar la sutil interrupcidén que se produce en los pulsos cinéticos.
En comparacién con los métodos anteriores utilizados solo por IPD, el nuevo enfoque presente en esta solicitud de
patente ha mejorado mucho la resolucién y la precisiéon en el andlisis de metilacién. Este nuevo esquema se podria
ampliar facilmente para otros fines, por ejemplo, detectar 5hmC (5-hidroximetilcitosina), 5fC (5-formilcitosina), ScaC
(5-carboxilcitosina), 4mC (4-metilcitosina), 6mA (N6-metiladenina), 8oxoG (7,8-dihidro-8-oxoguanina), 8oxoA (7,8-
dihidro-8-oxoadenina) y otras formas de metilacion. En otra realizacién, este nuevo esquema (por ejemplo,
transformacién cinética anéloga a la matriz digital 2-D presente en esta solicitud) se podria utilizar para el anélisis de
emetilacién con el uso de un sistema de secuenciacién de nanoporos.

Esta implementacién de detecciéon de metilacién se podria utilizar para muestras de acido nucleico de diferentes
fuentes, por ejemplo, acidos nucleicos celulares, acidos nucleicos de muestreo ambiental (por ejemplo, contaminantes
celulares), acidos nucleicos de patégenos (por ejemplo, bacterias y hongos), y ADNIc en el plasma de mujeres
embarazadas. Abriria muchas posibilidades nuevas para la investigacion genémica y el diagnéstico molecular, tales
como las pruebas prenatales no invasivas, la detecciéon del cancer y el monitorizacion de trasplantes. Para el
diagndstico prenatal no invasivo basado en ADNIc, este nuevo método ha hecho posible el uso simultaneo de
aberraciones en el nimero de copias, tamafios, mutaciones, extremos de fragmentos y modificacion de bases para
cada molécula en diagnésticos sin PCR y conversién experimental antes de la secuenciacién, mejorando de esta
manera la sensibilidad. Los desequilibrios en los niveles de metilacién entre haplotipos se pueden detectar utilizando
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los métodos descritos en el presente documento. Dichos desequilibrios pueden indicar el origen de una molécula de
ADN (por ejemplo, extraida de o un trastorno, como una célula cancerosa aislada de la sangre de un paciente con
cancer) o un trastorno.

IX. Sistemas de ejemplo

La FIG. 124 ilustra un sistema de medicién 12400 de acuerdo con una realizacién de la presente invencién. El sistema
como se muestra incluye una muestra 12405, tal como moléculas de ADN dentro de un soporte de muestra 12410,
donde la muestra 12405 se puede poner en contacto con un ensayo 12408 para proporcionar una sefial de una
caracteristica fisica 12415. Un ejemplo de un soporte de muestra puede ser una celda de flujo que incluye sondas y/o
cebadores de un ensayo o un tubo a través del cual se mueve una gotita (la gotita que incluye el ensayo). La
caracteristica fisica 12415 (por ejemplo, una intensidad de fluorescencia, un voltaje o una corriente) de la muestra es
detectada por el detector 12420. El detector 12402 puede realizar una medicién a intervalos (por ejemplo, intervalos
periédicos) para obtener puntos de datos que constituyen una sefial de datos. En una realizacién, un convertidor
analégico a digital convierte una sefial analégica del detector en forma digital una pluralidad veces. El soporte de
muestra 12401 y el detector 12402 pueden formar un dispositivo de ensayo, por ejemplo, un dispositivo de
secuenciacidn que realiza la secuenciacién de acuerdo con las realizaciones descritas en el presente documento. Se
envia una sefial de datos 12425 desde el detector 12402 al sistema I6gico 12403. La sefial de datos 12425 se puede
almacenar en una memoria local 12435, una memoria externa 12404 o un dispositivo de almacenamiento 12445.

El sistema légico 12403 puede ser, o puede incluir, un sistema informatico, ASIC, microprocesador, etc. También puede
incluir o estar acoplado con una pantalla (por ejemplo, monitor, pantalla LED, etc.) y un dispositivo de entrada de
usuario (por ejemplo, ratén, teclado, botones, etc.). El sistema l6gico 12403 y los otros componentes pueden ser parte
de un sistema informético independiente o conectado en red, o pueden estar directamente adheridos o incorporados
en un dispositivo (por ejemplo, un dispositivo de secuenciacion) que incluye el detector 12402 y/o el soporte de muestra
12401. El sistema l6gico 12403 también puede incluir software que se ejecuta en un procesador 12405. El sistema
l6gico 12403 puede incluir un medio legible por ordenador que almacena instrucciones para controlar el sistema 12400
para realizar cualquiera de los métodos descritos en el presente documento. Por ejemplo, el sistema légico 12403
puede proporcionar comandos a un sistema que incluye un soporte de muestra 12401 de manera que se realicen
secuenciaciones u otras operaciones fisicas. Dichas operaciones fisicas se pueden realizar en un orden particular, por
ejemplo, al agregar o eliminar reactivos en un orden particular. Dichas operaciones fisicas se pueden realizar mediante
un sistema robético, por ejemplo, que incluye un brazo robético, como se puede utilizar para obtener una muestra y
realizar un ensayo.

Cualquiera de los sistemas informéticos mencionados en el presente documento puede utilizar cualquier nimero
adecuado de subsistemas. Ejemplos de dichos subsistemas se muestran en la FIG. 125 en el sistema informético 10.
En algunas realizaciones, un sistema informéatico incluye un GUnico aparato informético, donde los subsistemas pueden
ser los componentes del aparato informético. En otras realizaciones, un sistema informatico puede incluir multiples
aparatos informaticos, siendo cada uno un subsistema, con componentes internos. Un sistema informético puede
incluir ordenadores de escritorio y portatiles, ordenadores tipo tableta, teléfonos méviles, otros dispositivos méviles y
sistemas basados en la nube.

Los subsistemas mostrados en la FIG. 125 estén interconectados a través de un bus de sistema 75. Subsistemas
adicionales tales como una impresora 74, un teclado 78, un dispositivo(s) de almacenamiento 79, un monitor 76 (por
ejemplo, una pantalla de visualizacién, tal como un LED), que esta acoplado al adaptador de visualizacién 82, y se
muestran otros. Los periféricos y los dispositivos de entrada/salida (E/S), que se acoplan al controlador de E/S 71, se
pueden conectar al sistema informatico mediante cualquier nUmero de medios conocidos en la técnica, tales como el
puerto de entrada/salida (E/S) 77 (por ejemplo, USB, FireWire®). Por ejemplo, el puerto de E/S 77 o la interfaz externa
81 (por ejemplo, Ethernet, Wi-Fi, etc.) se pueden utilizar para conectar el sistema informético 10 a una red de area
amplia tal como Internet, un dispositivo de entrada de ratén o un escaner. La interconexién a través del bus del sistema
75 permite que el procesador central 73 se comunique con cada subsistema y controle la ejecucion de una pluralidad
de instrucciones desde la memoria del sistema 72 o los dispositivos de almacenamiento 79 (por ejemplo, un disco fijo,
tal como un disco duro), o disco 6ptico), asi como el intercambio de informacién entre subsistemas. La memoria del
sistema 72 y/o el(los) dispositivo(s) de almacenamiento 79 pueden incorporar un medio legible por ordenador. Otro
subsistema es un dispositivo de recopilaciéon de datos 85, tal como una camara, micréfono, acelerémetro y similares.
Cualquiera de los datos mencionados en el presente documento se puede emitir de un componente a otro componente
y se puede emitir al usuario.

Un sistema informético puede incluir una pluralidad de los mismos componentes o subsistemas, por ejemplo,
conectados entre si mediante una interfaz externa 81, mediante una interfaz interna o mediante dispositivos de
almacenamiento extraibles que se pueden conectar y quitar de un componente a otro componente. En algunas
realizaciones, los sistemas, subsistemas o aparatos informéticos pueden comunicarse a través de una red. En tales
casos, un ordenador se puede considerar un cliente y otro ordenador un servidor, donde cada uno puede ser parte de
un mismo sistema informatico. Un cliente y un servidor pueden incluir cada uno multiples sistemas, subsistemas o
componentes.
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Algunos aspectos de las realizaciones se pueden implementar en forma de l6gica de control utilizando circuitos de
hardware (por ejemplo, un circuito integrado de aplicacidén especifica 0 una matriz de puertas programables en campo)
y/o utilizando software informatico con un procesador generalmente programable de manera modular o integrada.
Como se utiliza en el presente documento, un procesador puede incluir un procesador de un solo nucleo, un
procesador de multiples nucleos en un mismo chip integrado o multiples unidades de procesamiento en una sola placa
de circuito o en red, asi como hardware dedicado. Con base en la divulgacién y las ensefianzas proporcionadas en el
presente documento, una persona con conocimientos habituales en la técnica conocera y apreciara otras formas y/o
métodos para implementar realizaciones de la presente invencion utilizando hardware y una combinacién de hardware
y software.

Cualquiera de los componentes o funciones de software descritos en esta solicitud se puede implementar como cédigo
de software para ser ejecutado por un procesador utilizando cualquier lenguaje informético adecuado tal como, por
ejemplo, Java, C, C++, C#, Objective-C, Swift, o lenguaje de secuencias de comandos tal como Perl o Python
utilizando, por ejemplo, técnicas convencionales u orientadas a objetos. El cédigo de software se puede almacenar
como una serie de instrucciones o comandos en un medio legible por ordenador para almacenamiento y/o transmisién.
Un medio legible por ordenador no transitorio adecuado puede incluir memoria de acceso aleatorio (RAM), una
memoria de sélo lectura (ROM), un medio magnético tal como un disco duro o un disquete, o un medio 4ptico tal como
un disco compacto (CD) o DVD (disco versatil digital) o disco Blu-ray, memoria flash y similares. El medio legible por
ordenador puede ser cualquier combinacién de dichos dispositivos de almacenamiento o transmisién.

Dichos programas también se pueden codificar y transmitir utilizando sefiales portadoras adaptadas para la
transmision a través de redes cableadas, épticas y/o inaldmbricas que se ajusten a una variedad de protocolos, que
incluyen Internet. Como tal, se puede crear un medio legible por ordenador utilizando una sefial de datos codificada
con dichos programas. Los medios legibles por ordenador codificados con el cédigo del programa se pueden empacar
con un dispositivo compatible o proporcionarse por separado de otros dispositivos (por ejemplo, mediante descarga
de Internet). Cualquier medio legible por ordenador puede residir en o dentro de un solo producto informéatico (por
ejemplo, un disco duro, un CD o un sistema informético completo) y puede estar presente en o dentro de diferentes
productos informaticos dentro de un sistema o red. Un sistema informatico puede incluir un monitor, una impresora u
otra pantalla adecuada para proporcionar cualquiera de los resultados mencionados en el presente documento a un
usuario.

Cualquiera de los métodos descritos en el presente documento se puede realizar total o parcialmente con un sistema
informatico que incluye uno o més procesadores, que se pueden configurar para realizar las etapas. Por lo tanto, las
realizaciones se pueden dirigir a sistemas informaticos configurados para realizar las etapas de cualquiera de los
métodos descritos en el presente documento, potencialmente con diferentes componentes que realizan una etapa
respectiva o un grupo de etapas respectivo. Aunque se presentan como etapas numeradas, las etapas de los métodos
del presente documento se pueden realizar al mismo tiempo o en momentos diferentes o en un orden diferente.
Adicionalmente, se pueden utilizar porciones de estas etapas con porciones de otras etapas de otros métodos.
También, todo o parte de una etapa puede ser opcional. Ademas, cualquiera de las etapas de cualquiera de los
métodos se puede realizar con médulos, unidades, circuitos u otros medios de un sistema para realizar estas etapas.

Los detalles especificos de realizaciones particulares se pueden combinar de cualquier manera adecuada. Sin
embargo, otras realizaciones de la invencidén pueden estar dirigidas a realizaciones especificas relacionadas con cada
aspecto individual, o combinaciones especificas de estos aspectos individuales.

La descripcion anterior de realizaciones de ejemplo de la presente divulgacion se ha presentado con fines de ilustracion
y descripcion. No pretende ser exhaustivo ni limitar la divulgacién a la forma precisa descrita, y son posibles muchas
modificaciones y variaciones a la luz de la ensefianza anterior.

Una recitacion de “un’, “una” o “el’ pretende significar “uno o més” a menos que se indique especificamente lo
contrario. El uso de “0” pretende significar “o inclusivo” y no “o exclusivo” a menos que se indique especificamente lo
contrario. La referencia a un “primer” componente no requiere necesariamente que se proporcione un segundo
componente. Mas aln, la referencia a un “primer” o un “segundo” componente no limita el componente al que se hace
referencia a una ubicacién particular a menos que se indique expresamente. Eltérmino “basado en” pretende significar
“basado al menos en parte en”.

Ninguna patente, solicitudes de patente, publicaciones y descripcién mencionadas en el presente documento se
admiten como técnica anterior.
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REIVINDICACIONES

1. Un método implementado por ordenador para detectar una metilacién de un nucleétido en una molécula de acido
nucleico, el método comprende:

recibir una estructura de datos de entrada, la estructura de datos de entrada corresponde a una ventana de nucleétidos
secuenciados en una molécula de acido nucleico de muestra, en la que la molécula de &cido nucleico de muestra se
secuencia al medir los pulsos en una sefial éptica que corresponde a los nucleétidos, la estructura de datos de entrada
comprende valores para las siguientes propiedades:

para cada nucleétido dentro de la ventana:

una identidad del nucleétido,

una posicion del nucleétido con respecto a una posicién diana dentro de la respectiva ventana,
una anchura del pulso que corresponde al nucleétido, y

una duracién interpulso que representa un tiempo entre el pulso que corresponde al nucleétido y un pulso que
corresponde a un nucledtido vecino;

ingresar la estructura de datos de entrada en un modelo, el modelo entrenado para:

recibir una primera pluralidad de primeras estructuras de datos, cada primera estructura de datos de la primera
pluralidad de primeras estructuras de datos que corresponde a una ventana respectiva de nucleétidos secuenciados
en una molécula de acido nucleico respectiva de una pluralidad de primeras moléculas de acido nucleico, en la que
cada una de las primeras moléculas de acido nucleico se secuencia al medir los pulsos en una sefial que corresponde
a los nucleétidos, en la que la metilacién tiene un primer estado conocido en un nucledtido en una posicién diana en
cada ventana de cada primer molécula de acido nucleico, cada primera estructura de datos comprende valores para
las mismas propiedades como la estructura de datos de entrada,

almacenar una pluralidad de primeras muestras de entrenamiento, cada una incluye una de la primera pluralidad de
primeras estructuras de datos y una primera etiqueta que indica el primer estado del nucleétido en la posicién diana,

y

optimizar, utilizando la pluralidad de primeras muestras de entrenamiento, los parametros del modelo basado en
salidas del modelo que coinciden o no coinciden con las etiquetas correspondientes de las primeras etiquetas cuando
la primera pluralidad de primeras estructuras de datos es la entrada al modelo, en el que una salida del modelo
especifica si el nucleétido en la posicién diana en la respectiva ventana tiene la metilacién,

determinar, utilizando el modelo, si la metilacion estd presente en un nucleétido en la posiciéon diana dentro de la
ventana en la estructura de datos de entrada.

2. El método de la reivindicacién 1, en el que:

la estructura de datos de entrada es una estructura de datos de entrada de una pluralidad de estructuras de datos de
entrada, la molécula de 4cido nucleico de muestra es una molécula de acido nucleico de muestra de una pluralidad
de moléculas de acido nucleico de muestra,

la pluralidad de moléculas de 4cido nucleico de muestra se obtiene a partir de una muestra biol6gica de un sujeto, y
cada estructura de datos de entrada corresponde a una ventana respectiva de nuclebtidos secuenciados en una
molécula de acido nucleico respectiva de muestra de la pluralidad de moléculas de acido nucleico de muestra, y

el método comprende ademés:
recibir la pluralidad de estructuras de datos de entrada,
ingresar la pluralidad de estructuras de datos de entrada en el modelo, y

determinar, utilizando el modelo, si esta presente una metilacién en un nucledtido en una ubicacién diana en la
respectiva ventana de cada estructura de datos de entrada.

3. El método de la reivindicacién 2, que comprende ademas:
determinar si la metilaciéon esta presente en uno o més nucleétidos, y
determinar una clasificaciéon de un trastorno utilizando la presencia de la metilacién en uno o méas nucleétidos.

4. El método de la reivindicacién 3, en el que el trastorno comprende cancer.
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5. El método de la reivindicacién 3, en el que determinar la clasificacion del trastorno utiliza el nimero de metilaciones
o los sitios de las metilaciones.

6. El método de la reivindicacién 2, en el que cada molécula de acido nucleico de muestra de la pluralidad de moléculas
de 4cido nucleico de muestra tiene un tamafio mayor que un tamafio de valor corte.

7. El método de la reivindicacién 2, comprende ademas:

alinear la pluralidad de moléculas de acido nucleico de muestra a una pluralidad de regiones gendmicas, para cada
regién genémica de la pluralidad de regiones gendémicas:

determinar que un nimero de moléculas de 4cido nucleico de muestra alineado con la regién gendémica es mayor que
un namero de valor de corte.

8. El método de la reivindicacién 1, en el que:

la ventana de nucleétidos que corresponde a la estructura de datos de entrada comprende nucleétidos sobre una
primera hebra de la molécula de &cido nucleico de muestra y nucleétidos sobre una segunda hebra de la molécula de
acido nucleico de muestra, y la estructura de datos de entrada comprende ademés para cada nucleétido dentro de la
ventana un valor de una propiedad de hebra, la propiedad de hebra indica que el nucleétido esta presente sobre ya
sea la primera hebra o la segunda hebra.

9. El método de la reivindicacién 8, en el que la molécula de acido nucleico de muestra es una molécula de ADN
circular formada al:

cortar una molécula de ADN de doble hebra utilizando un complejo Cas9 para formar una molécula de ADN de doble
hebra cortada, y

ligar un adaptador de horquilla en un extremo de la molécula de ADN de doble hebra cortada.

10. El método de la reivindicacién 1, en el que los nucleétidos dentro de la ventana se determinan utilizando una
secuencia de consenso circular y se determinan sin alineacién de los nucleétidos secuenciados con un genoma de
referencia.

11. El método de la reivindicacion 1, el método comprende ademés:
recibir la primera pluralidad de primeras estructuras de datos;
almacenar la pluralidad de primeras muestras de entrenamiento; y

entrenar el modelo utilizando la pluralidad de primeras muestras de entrenamiento al optimizar parametros del modelo
basado en las salidas del modelo que coincide 0 no coincide con las etiquetas correspondientes de las primeras
etiquetas cuando la primera pluralidad de primeras estructuras de datos es la entrada al modelo.

12. El método de la reivindicacién 11, que comprende ademas:

recibir una segunda pluralidad de segundas estructuras de datos, cada segunda estructura de datos de la segunda
pluralidad de segundas estructuras de datos que corresponden a una ventana respectiva de nucleétidos secuenciados
en una molécula de acido nucleico respectiva de una pluralidad de segundas moléculas de acido nucleico, en la que
la metilacién tiene un segundo estado conocido en un nucleétido en una posicién diana dentro de cada ventana de
cada segunda molécula de acido nucleico, cada segunda estructura de datos comprende valores para las mismas
propiedades como la primera pluralidad de primeras estructuras de datos;

almacenar una pluralidad de segundas muestras de entrenamiento, cada una incluye una de la segunda pluralidad de
segundas estructuras de datos y una segunda etiqueta que indica el segundo estado del nucledtido en la posicién
diana;

en el que:

el primer estado o el segundo estado es aquel en el que estd presente la metilacién y el otro estado es aquel en el
que esta ausente la metilacién, y

entrenar el modelo ademas comprende utilizar la pluralidad de segundas muestras de entrenamiento el optimizar los
parametros del modelo basado en las salidas del modelo que coinciden o no coinciden con las etiquetas
correspondientes de las segundas etiquetas cuando la segunda pluralidad de segundas estructuras de datos son
entradas al modelo.

13. El método de la reivindicacién 1 o0 11, en el que cada ventana asociada con la primera pluralidad de primeras
estructuras de datos comprende al menos 4 nucleétidos consecutivos sobre una primera hebra de cada primer
molécula de &cido nucleico.
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14. El método de la reivindicacion 11, en el que el modelo comprende una red neuronal convolucional que comprende:
un conjunto de filtros convolucionales configurados para filtrar la primera pluralidad de primeras estructuras de datos,

una capa de entrada configurada para recibir la primera pluralidad filtrada de primeras estructuras de datos, una
pluralidad de capas ocultas que incluyen una pluralidad de nodos, una primera capa de la pluralidad de capas ocultas
acopladas a la capa de entrada; y

una capa de salida acoplada a una Ultima capa de la pluralidad de capas ocultas y configurada para emitir una
estructura de datos de salida, la estructura de datos de salida que comprende las propiedades.

15. El método de la reivindicacién 1 0 11, en el que los primeros estados incluyen un estado metilado para una primera
porcién de las primeras estructuras de datos y un estado no metilado para una segunda porcién de las primeras
estructuras de datos, y en la que la metilacion comprende 4mC (N4-metilcitosina), 5mC (5-metilcitosina), 5ShmC (5-
hidroximetilcitosina), 5fC (5-formilcitosina), 5caC (5-carboxilcitosina), 1mA (N1-metiladenina), 3mA (N3-metiladenina),
6mA (NB-metiladenina), 7mA (N7-metiladenina), 3mC (N3-metilcitosina), 2mG (N2-metilguanina), 6mG (O86-
metilguanina), 7mG (N7-metilguanina), 3mT (N3-metiltimina), o0 4mT (O4-metiltimina).

16. El método de la reivindicacién 1 o 11, en el que la metilacién comprende 5mC (5-metilcitosina).
17. El método de la reivindicacién 1 0 11, en el que la metilacién comprende 8mA (N6-metiladenina).

18. El método de la reivindicacién 1 0 11, en el que cada estructura de datos comprende ademas un valor para una
altura del pulso que corresponde a cada nucleétido dentro de la ventana.

19. El método de la reivindicacién 11, en el que:

cada primera estructura de datos de la primera pluralidad de primeras estructuras de datos excluye primeras moléculas
de &cido nucleico con una duracién interpulso o una anchura de un pulso por debajo de un valor de corte.

20. El método de la reivindicacién 11, en el que:
la pluralidad de primeras muestras de entrenamiento se genera al:

amplificar una pluralidad de moléculas de acido nucleico utilizando un conjunto de nucleétidos, en el que el conjunto
de nucledétidos incluye 6mA a una relacién especificada.

21. Un producto informatico que comprende un medio no transitorio legible por ordenador que almacena una pluralidad
de instrucciones que cuando se ejecutan controlan un sistema informatico para realizar el método de una cualquiera
de las reivindicaciones anteriores.
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Lin ejemplo de molécula de ADN de doble hebra {X}
con secuencia desconocida e informacion de

metilacion

Hebra Walson X{a}

Patrones de metilacién
de hebra sencilla

s

Nivel de metilacién de hebra sencilla:

el nimero de bases metiladas
dentro de Ia hebra dividido por el
nimero fotal de hases que se
pusaden metilar. Por ejemplo, el nivel
de metiacion de hebra sencila de ia
molécula de hebra sencilla X{a) es
2/5, es decir, 40 %; el nivel de
metilacion de hebra sencilla de la
molécula de hebra sencilia X{b} es
15, es decir, 20 %

Secuencia y determina {},
estados de metilacion

Patrones de metilacidén de ADN de}

de bucle de horguilla

{Il} alineacion a un genoma
humano de referencia

hebra doble, molécuia sencilla

Nivel de metilacion de ADN de doble
hebra, molécula sencilla: ef ndmero de
bases metiladas dentro de a molécula
de doble hebra dividido por el nimero
iotal de bases qgue se pueden metilar.
Por ejemplo, el nivel de metilacidn de una reqion genomica
ADN de dobie hebra, molécula sencilla, ., g g

de la molécula X es 3110, es decir, 30 % . “:i:‘mw, ® :ﬁi\?‘“‘s

Una region gendmica de interés

AT

Nivel de metilacién de

Nivel de metilacion de hebra maltiple

FiG. 61
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Mivel de melilacion cuantificada mediante

4§ M %)

secuenciamiento de PacBio (%)
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» Nivel de metilacion (%)
-Gen Alelo 1 Alelo 2
Alelo 1 Alelo2 |
SNURF | T C 1673 | 89.37
Genes PLAGLT | T C 7.56 89,41
MPIeSoS | nap1is | © T 12.5 91.07
ZIM2 C T 13 84.64
Region 01 G A 71.79 86817
Regiones | Region 02 T G §3.22 65.22
seleccionadas
aleatoriamente Regién 03 C T ?333 74.0
Region 04 C T 10.83 | 8.51
FIG. 81
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Muestra de sangre de una embarazada
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feto seria mas bajo en comparacion con
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FIG. 83
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Kit de secuenciamiento Sequel 3.0
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1020

Recibir uha pluralidad de primeras esfructuras de dafos, cada primera estructura de
datos de la primera pluralidad de primeras astructuras de datos corresponde a una
ventana respectiva de nucledtidos secuenciados en tina molécula de acido nucleico
respectiva de una pluralidad de primeras moléculas de acido nucleico, donde cada una de
tas primeras moleculas de acidos nucleicos se secuencian al medir pulsos en una sefial
correspondiente a los mucladtidos, donde una metilacion tiene un primer estado conocido
en el nucledtido en una posicion diana en cada ventana de cada primera molécula de
acido nucleico, cada primera efapa de dafos comprande valores para cierlas
propiedades.

- 1022

'

Almacenar una pluralidad de primeras muestras de entrenanento, incluyendo cada una
de la primera pluralidad de primeras esfructuras de dafos y una primera etiqueta que
indica el primer estado para la metilacion del nucledtido en 1a posicion diana

I Recibir una segunda pliralidad de segundas estructuras de datos, cada segunda

| esfructura de datos de la segunda pluralidad de segundas estructuras de datos

| corresponde a una ventana respectiva de nucledtidos secuenciados en una molécula de
I acido nucleico respectiva de una piuralidad de segundas moléculas de acido nucleico,

I donde la metilacion tiene un segundo estado conocido en un nucledtido en una posicion
I diana denfro de cada ventana de cada segunda molécula de acido nucleico, cada

I segunda estructura de datos comprende valores para las mismas propiedades que la

: primera pluralidad de primeras estructuras de dalos

| Almacenar una pluralided de segundas muesiras de entrenamiento, incluyendo cada una
de la segunda pluralidad de segundas estructuras de dalos y una segunda eliqueta que
indica el segundo estado para la metilacién del nicledtido en la posicion diana.

Entrenar un modelo usando la pluralidad de primeras muestras de entrenamiento v
opcionalmente la pluraiidad de segundas muestras de entrenamiento, donde una salida
del modelo especifica si el nucledtido en la posicidn objetive en la ventana respectiva
fiene la metilacion.

~ 1029
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Recibir una estruciura de datos de entrada, la estructura de datos de
entrada correspondiente a una ventana de nucledtidos secuenciados en
tna molecula de 4cido nucleico de muestra, en el que la molecula de acido
nucleico de muesira se secuencia al medir pulsos en una sefial Optica que
corresponde al nucledtido, la estructura de datos de entrada comprende
valores para las siguientes propiedades:
para cada nucledtido dentro de la ventana:
una identidad del nuclestido,
una posicion del nuclediido con respecio a una posicion diana dentro de la
ventana respectiva,
una anchura del pulso correspondiente al nucledtido, y una duracion enlre
pulsos gue representa un iempo entre &l pulso carrespondiente al
nuciedtido y un puiso correspondiente a un nucledtido vecino

| 1032

Ingresar la estructura de datos de enirada en un modelo

L~ 1034

Determinar, uliizando el modelo, si la metilacion esla presente en un
nucledtido en la posicion diana dentro de la ventana en la estructura de
datos de enfrada.

|~ 1036

FIG. 103
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- Analizar moleculas de ADN de la muestra biclogica
e . para identificar sus ubicaciones en un genoma de - e
) : referencia, determinar los alelos respectivos y :
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primer alelo en el primer haplotipo y un segundo alelo en el segundo haplotipo |

Identificar un primer conju Hfé'i%’é" moléculas de ADN, cada |

una ubicada en cualquiera de los lugares heterocigotos, . 1063
incluido un primer alelo respectivo y gue incluye al menos
...uno de los N sitios gendmicos .

Determinar un primer nivel de metilacion de una primera 1054
.. . . o 3
porcién de un primer hapiolipo

una ubicada en cualquiera de los lugares heterocigotos, ; o
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'
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Realizar la secuenciacion de una sola molécula de una molécula de
ADN para obtener una secuencia leida que proporciona un estado

de metilacidn en cada uno de N sitios, siendo N 5 0 mas, donde los
estados de metilacion de la secuencia leida forman un patrén de

metilacion

1282

'

Deslizar el patron de metilacion sobre uno 6 mas patrones de
referencia gue corresponden a moléculas quiméricas que fienen dos
porciones de dos partes de un genoma humano de referencia, uno o

mas patrones de referencia incluyen el cambio entre estados

metilados y estados no metilados

1234

ldentificar una posician de coincidencia entre el patrén de metilacion
y un primer patrén de referencia de unc ¢ mas patrones de

referencia, la posicion de coincidencia identifica una unién entre las

dos partes del genoma humano de referencia en la secuencia leida

Generar la unidn como ubicacion de una fusidn genética en una
molécula quimérica

L~ 1238

FIG. 123
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