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Patentkrav

1. Fremgangsmate for identifisering av somatiske mutasjoner hos et humant
subjekt ved & analysere en biologisk preve av det humane subjekt, idet den
biologiske pragve innbefatter deoksyribonukleinsyre (DNA)-fragmenter som
stammer fra normale celler og potensielt fra tumorceller eller celler assosiert med
kreft, idet den biologiske prgve innbefatter cellefri DNA-fragmenter, idet
fremgangsmaten omfatter a utfagre, ved hjelp av et computersystem:

a motta en eller flere sekvenslesninger for hvert av en flerhet av DNA-

fragmenter i den biologiske prove;

a sammenstille flerheten av sekvenslesninger til et humant referansegenom

under anvendelse av en fgrste sammenstillingsfremgangsmate for a

bestemme genomiske posisjoner for flerheten av sekvenslesninger;

a sammenligne sekvenslesningene med et konstitusjonelt genom som

svarer til det humane subjekt, for a identifisere et filtrert sett av loci til &4 ha

somatiske mutasjoner i et vev av det humane subjekt, hvor:

pa hvert locus av det filtrerte sett, er et antall av sekvenslesningene som

har en sekvensvariant relativt til det konstitusjonelle genom, over en cutoff-

verdi, idet cutoff-verdien er starre enn én;

for hvert av et farste sett av kandidatloci som er identifisert som potensielt &

ha en somatisk mutasjon:

a bestemme en stgrrelsesforskjell mellom en fgrste gruppe av DNA-

fragmenter som har sekvensvarianten, og en andre gruppe av DNA-

fragmenter som har en villtype-allel,

a sammenligne stgrrelsesforskjellen med en starrelsesterskelverdi;

nar stgrrelsesforskjellen er mindre enn starrelsesterskelverdien, a forkaste

kandidatlocuset som en potensiell mutasjon; og

a identifisere det filtrerte sett av loci til & ha somatiske mutasjoner i det

humane subjekt under anvendelse av de gjenveerende kandidatloci.

2. Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor a identifisere det filtrerte sett av loci til & ha

somatiske mutasjoner i et vev av det humane subjekt, videre innbefatter:
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a identifisere en gruppe av regioner som er kjent for a veere assosiert med
histonmodifikasjoner som er assosiert med kreft;

for hvert av et andre sett av kandidatloci som er identifisert som potensielt a
ha en somatisk mutasjon:

a bestemme hvorvidt kandidatlocuset er i én av gruppen av regioner;

a bestemme hvorvidt kandidatlocuset skal forkastes pa grunnlag av hvorvidt
kandidatlocuset er i én av gruppen av regioner, hvor det kandidatlocus som
ikke er i én av gruppen av regioner, tilveiebringer en hgyere sannsynlighet
for forkasting av kandidatlocuset enn nar kandidatlocuset er i én av gruppen
av regioner;

a identifisere det filtrerte sett av loci til 8 ha somatiske mutasjoner under
anvendelse av de gjenvaerende kandidatloci.

3. Fremgangsmate ifglge krav 1 eller 2, som videre omfatter:
a bestemme en mutasjonslast for det humane subjekt under anvendelse av en

mengde loci i det filtrerte sett av loci.

4. Fremgangsmate ifglge krav 3, hvor mutasjonslasten bestemmes som et ratall
av somatiske mutasjoner, en tetthet av somatiske mutasjoner per antall av baser,
en prosentsats av loci av en genomisk region som er identifisert til & ha somatiske
mutasjoner, et antall av somatiske mutasjoner som er observert i en bestemt

prevemengde, eller en @kning sammenlignet med en referanselast.

5. Fremgangsmate ifelge krav 3 eller 4, som videre omfatter:
a sammenligne mutasjonslasten med en kreftterskelverdi for a bestemme et

omfang av kreft.

6. Fremgangsmate ifelge krav 5, hvor omfanget av kreft indikerer en tumor, idet
fremgangsmaten videre omfattende:
a bestemme en fgrste mengde av histodonmodifikasjoner for hvert av en
farste flerhet av segmenter av det humane referansegenom;
a bestemme en andre mengde av det filtrerte sett av loci for hvert av en

andre flerhet av segmenter av det humane referansegenom;
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a bestemme et farste sett av segmenter som har den forste mengde av
histonmodifikasjoner over en forste terskelverdi, og som har den andre
mengde av det filtrerte sett av loci over en andre terskelverdi; og

a identifisere et opphavsvev av tumoren basert pa det fgrste sett av

segmenter.

7. Fremgangsmate ifelge krav 1, hvor a identifisere det filtrerte sett av loci til & ha
somatiske mutasjoner i et vev av det humane subjekt, videre innbefatter:
for hvert av et andre sett av kandidatloci som er identifisert som potensielt a
ha en somatisk mutasjon:
a bestemme en fraksjon av sekvenslesninger som har sekvensvarianten;
a sammenligne fraksjonen med en fraksjonsterskelverdi;
a bestemme hvorvidt kandidatlocuset skal forkastes som en potensiell
mutasjon basert pa sammenligningen, hvor den fraksjon som er mindre enn
fraksjonterskelverdien, tilveiebringer en hgyere sannsynlighet for forkasting
av  kandidatlocuset enn den fraksjon som er stgrre enn
fraksjonsterskelverdien; og
a identifisere det filtrerte sett av loci til & ha somatiske mutasjoner i det

humane subjekt under anvendelse av de gjenveerende kandidatloci.

8. Fremgangsmate ifelge krav 7, som videre omfatter:
a male en fraksjonert konsentrasjon av tumor-DNA i den biologiske prave, hvor

fraksjonsterskelverdien bestemmes basert pa den fraksjonerte konsentrasjon.

9. Fremgangsmate ifglge krav 7 eller 8, som videre omfatter:
a identifisere én eller flere aberrante regioner som har en kopitallsaberrasjon, hvor
fraksjonsterskelverdien som anvendes for et kandidatlocus i en aberrant region, er
avhengig av hvorvidt den aberrante region utviser en kopitallsgkning eller et

kopitallstap.

10. Fremgangsmate ifglge krav 7 eller 8, som videre omfatter:
a identifisere én eller flere aberrante regioner som har en

kopitallsaberrasjon; og
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a identifisere at en farste sekvenslesning fra en farste aberrant region som
utviser en kopitallsgkning, med stagrre sannsynlighet har en somatisk
mutasjon enn en andre sekvenslesning fra en andre aberrant region som
utviser et kopitallstap, som del av a bestemme hvorvidt sekvenslesninger
for a bestemme antallet av sekvenslesninger som har en sekvensvariant
relativt til det konstitusjonelle genom for hvert av det filtrerte sett av loci,

skal forkastes.

11. Fremgangsmate ifglge krav 10, hvor den ene eller de flere aberrante regioner
defineres ved:
for hvert av det andre sett av kandidatloci som er identifisert som potensielt
a ha en somatisk mutasjon:
a beregne en tilsynelatende mutant fraksjon av en sekvensvariant relativ til
det konstitusjonelle genom;
for hver av en flerhet av regioner:
a bestemme en varians i de tilsynelatende mutante fraksjoner av
kandidatlociene i den aberrante region;
a sammenligne variansen med en variansterskelverdi, hvor en aberrant
region som utviser en kopitallsgkning, har en varians som er stgrre enn

variansterskelverdien.

12. Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor sekvenseringen er metyleringsbevisst
sekvensering, og hvor a identifisere det filtrerte sett av loci til & ha somatiske
mutasjoner i et vev av det humane subjekt, videre innbefatter:
for hvert av et andre sett av kandidatloci som er identifisert som potensielt a
ha en somatisk mutasjon:
for hver av sekvenslesningene som er sammenstilt til kandidatlocuset og
har sekvensvarianten:
a bestemme en metyleringsstatus av det tilsvarende analyserbare DNA-
molekyl pa ett eller flere steder;
a bestemme hvorvidt sekvenslesningen skal forkastes basert pa
metyleringsstatusen, hvor den metyleringsstatus som ikke metyleres,

tilveiebringer en hgyere sannsynlighet for & forkaste sekvenslesningen enn
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den metyleringsstatus som metyleres, idet det derved oppnas et antall
gjenveerende sekvenslesninger;

a sammenligne antallet av gjenveerende sekvenslesninger med en
kandidatterskelverdi; og

a bestemme hvorvidt kandidatlocuset skal forkastes basert pa
sammenligningen av antallet av gjenvaerende sekvenslesninger med
kandidatterskelverdien, hvor det antall av gjenveerende sekvenslesninger
som er mindre enn kandidatterskelverdien, tilveiebringer en hgyere
sannsynlighet for & forkaste kandidatlocuset enn det antall av gjenveerende
sekvenslesninger som er stagrre enn kandidatterskelverdien; og

a identifisere det filtrerte sett av loci til 8 ha somatiske mutasjoner under
anvendelse av de gjenvaerende kandidatloci.

13. Fremgangsmate ifelge krav 1, hvor a identifisere det filtrerte sett av loci til & ha

somatiske mutasjoner i et vev av det humane subjekt, videre innbefatter:

for hvert av et andre sett av kandidatloci som er identifisert som potensielt a
ha en somatisk mutasjon:

for hver av sekvenslesningene som er sammenstilt til kandidatlocuset og
har sekvensvarianten:

a bestemme en endeposisjon som svarer til hvor en ende av
sekvenslesningen sammenstilles;

a sammenligne endeposisjonen med en flerhet av kreftspesifikke eller
kreftassosierte sluttposisjoner;

a bestemme hvorvidt sekvenslesningen skal forkastes basert pa
sammenligningen, hvor den endeposisjon som ikke er en kreftspesifikk eller
kreftassosiert sluttposisjon, tilveiebringer en hgyere sannsynlighet for a
forkaste sekvenslesningen enn den endeposisjon som er en kreftspesifikk
eller kreftassosiert sluttposisjon, idet det derved oppnas et antall
gjenveerende sekvenslesninger;

a sammenligne antallet av gjenveerende sekvenslesninger med en
kandidatterskelverdi; og

a bestemme hvorvidt kandidatlocuset skal forkastes basert pa

sammenligningen av antallet av gjenvaerende sekvenslesninger med
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kandidatterskelverdien, hvor det antall av gjenveerende sekvenslesninger
som er mindre enn kandidatterskelverdien, tilveiebringer en hgyere
sannsynlighet for & forkaste kandidatlocuset enn det antall av gjenveerende
sekvenslesninger som er stagrre enn kandidatterskelverdien; og

a identifisere det filtrerte sett av loci til & ha somatiske mutasjoner under

anvendelse av de gjenvaerende kandidatloci.

14. Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor sekvenseringen utfgres under anvendelse
av en enkeltstrenget sekvensering-bibliotektillagingsfremgangsmate som
tilveiebringer et etterfolgende sekvenseringstrinn for a gi to strenglesninger for
hvert mal-DNA-molekyl, hvor & identifisere det filtrerte sett av loci til & ha
somatiske mutasjoner i et vev av det humane subjekt, videre innbefatter:
for hvert av et andre sett av kandidatloci som er identifisert som potensielt a
ha en somatisk mutasjon:
for hvert par av strenglesninger som sammenstilles til kandidatlocuset:
a bestemme hvorvidt begge strenger har sekvensvarianten;
a bestemme hvorvidt sekvenslesningen skal forkastes basert pa hvorvidt
begge strenger har sekvensvarianten, hvor begge strenger som ikke har
sekvensvarianten, tilveiebringer en hgyere sannsynlighet for & forkaste
strenglesningene enn den kun ene strenglesning som har
sekvensvarianten, idet det derved oppnas et antall gjenveerende
sekvenslesninger;
a sammenligne antallet av gjenveerende sekvenslesninger med en
kandidatterskelverdi; og
a bestemme hvorvidt kandidatlocuset skal forkastes basert pa
sammenligningen av antallet av gjenveerende sekvenslesninger med
kandidatterskelverdien, hvor det antall av gjenveerende sekvenslesninger
som er mindre enn kandidatterskelverdien, tilveiebringer en hgyere
sannsynlighet for a forkaste kandidatlocuset enn det antall av gjenveerende
sekvenslesninger som er stagrre enn kandidatterskelverdien; og
a identifisere det filtrerte sett av loci til & ha somatiske mutasjoner under

anvendelse av de gjenvaerende kandidatloci.
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15. Fremgangsmate ifalge et hvilket som helst av de foregaende krav, hvor cellefri
DNA-fragmenter fra tumorceller eller celler assosiert med kreft omfatter mindre

enn 50% av de cellefi DNA-fragmenter i den biologiske prove.

16. Computerprogram omfattende en flerhet av instruksjoner som kan kjgres pa et
computersystem, som nar saledes kjgrt styrer computersystemet til & utfere en

operasjon ifglge et hvilket som helst av de foregaende krav.
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