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DESCRIPCION
Analisis genomico fetal a partir de una muestra biolégica materna
Referencias cruzadas a solicitudes relacionadas

La presente solicitud reivindica prioridad y es una solicitud no provisional de la solicitud provisional de EE.UU. No.
61/258567, titulada "Fetal Genomic Analysis" presentada el 5 de noviembre de 2009; solicitud provisional de EE.UU.
No. 61/259075, titulada "Fetal Genomic Analysis from a Maternal Biological Sample" presentada el 6 de noviembre
de 2009; y la solicitud provisional de EE.UU. No. 61/381854, titulada " Fetal Genomic Analysis from a Maternal
Biological Sample" presentada el 10 de septiembre de 2010, cuyos contenidos completos se incorporan en este
documento como referencia para todos los fines.

La presente solicitud esta también relacionada con la solicitud de patente estadounidense No. 12/178.181, titulada
"Diagnosing Fetal Chromosomal Aneuploidy Using Massively Parallel Genomic Sequencing" presentada el 23 de
julio de 2008 (N° de Expediente del Apoderado 016285-005220US); solicitud de EE.UU. No. 12/614350, titulada "
Diagnosing Fetal Chromosomal Aneuploidy Using Genomic Sequencing With Enrichment ", y (N° de Expediente del
Apoderado 016285-005221US), y la solicitud de EE.UU., presentada simultdneamente, titulada "Size-Based
Genomic Analysis" (N° de Expediente del Apoderado 016285-006610US), cuyos contenidos en su totalidad se
incorporan en este documento como referencia para todos los fines.

Antecedentes

La presente invencion se refiere en general al andlisis de un genoma fetal basado en una muestra materna, y mas
particularmente a la determinacion de todo o partes del genoma fetal basandose en un analisis de fragmentos
genéticos en la muestra materna.

El descubrimiento de acidos nucleicos fetales libres de células en el plasma materno en 1997 abrié nuevas
posibilidades para el diagnéstico prenatal no invasivo (Lo YMD et al, Lancet, 1997; 350: 485-487; y Patente de
EE.UU. 6.258.540). Esta tecnologia se ha traducido rapidamente en aplicaciones clinicas, con la deteccion de genes
o secuencias heredadas paternalmente derivadas del feto, p. ej. para la determinacion fetal del sexo, la
determinacion del estado fetal del RhD y la determinacion de si el feto ha heredado una mutacion heredada
paternalmente (Amicucci P et al, Clin Chem, 2000; 46: 301-302; Saito H et al, Lancet, 2000; 356: 1170; y Chiu RWK
et al, Lancet, 2002; 360: 998-1000). El progreso reciente en el campo ha permitido el diagnostico prenatal de
aneuploidias cromosdmicas fetales, tales como la trisomia 21, a partir del analisis de acidos nucleicos de plasma
materno, Lo YMD et al., Nat Med, 2007; 13: 218-223; Tong YK et al, Clin Chem, 2006; 52: 2194-2202; Publicacion
de patente de EE.UU. 2006/0252071; Lo YMD y otros, Proc Natl Acad Sci USA, 2007; 104: 131 16-13121; Chiu
RWK y otros, Proc Natl Acad Sci USA, 2008; 105: 20458-20463; Fan HC y otros, Proc Natl Acad Sci, 2008; 105:
16266-16271 ; Publicaciéon de patente de EE.UU. 2007/0202525; y Publicaciéon de patente de EE.UU.
2009/0029377).

Otra area de progreso reciente significativo es el uso de métodos de conteo de una sola molécula, tal como la PCR
digital, para el diagnéstico prenatal no invasivo de enfermedades monogénicas en las que la madre y el padre llevan
ambos la misma mutacion. Esto se ha conseguido mediante el analisis de la dosis de mutacion relativa (RMD) en el
plasma materno (Solicitud de Patente de EE.UU. 2009/0087847; Lun FMF y otros, Proc Natl Acad Sci USA, 2008;
105: 19920-19925; y Chiu RWK y col., Trends Genet 2009; 25: 324-331). El documento WO-2007/100911
proporciona polimorfismos individuales en tandem y métodos para su uso, por ejemplo, en el diagnéstico del
sindrome de Down.

Ding Chunming et al, PNAS 2004; 10762-10767 describe un diagnodstico prenatal no invasivo en una madre y un
padre que llevan mutaciones idénticas de beta-talasemia.

Sin embargo, tales métodos utilizan el conocimiento previo de posibles mutaciones para analizar partes especificas
del genoma, y por lo tanto no pueden identificar mutaciones latentes o poco comunes o enfermedades genéticas.
Por lo tanto, es deseable proporcionar nuevos métodos, sistemas y aparatos que puedan identificar todo o partes de
un genoma fetal usando técnicas no invasivas.

Breve resumen

Ciertas realizaciones de la presente invencion pueden proporcionar métodos para determinar al menos una porcién
del genoma de un feto no nacido de una mujer embarazada. Se puede construir un mapa genético del genoma
completo o de regiones gendmicas seleccionadas del feto prenatalmente usando una muestra que contiene material
genético fetal y materno (por ejemplo, a partir de una muestra de sangre de la madre embarazada). El mapa
genético puede ser de secuencias que un feto ha heredado tanto de su padre como de su madre, o simplemente de
uno de los padres. Con base en uno o varios de estos mapas genéticos, se puede determinar el riesgo de que el feto
sufra de una enfermedad genética o predisposicién a una enfermedad genética u otras enfermedades o un rasgo
genético. También se describen en este documento otras aplicaciones de realizaciones.
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En una realizacion, los fragmentos de ADN de una muestra materna (que contienen ADN materno y fetal) pueden
analizarse para identificar alelos en determinados loci (puntos de referencia) especificados. La cantidad de
fragmentos de ADN de los respectivos alelos en estos loci puede entonces analizarse conjuntamente para
determinar las cantidades relativas de los haplotipos para estos loci y determinar con ello qué haplotipos han sido
heredados por el feto de los genomas maternos y/o paternos. Al identificar los haplotipos fetales, se puede
determinar el genotipo fetal en un locus individual dentro de la regién genémica correspondiente incluyendo los loci
especificados. En diversas realizaciones, los loci donde los padres son una combinacién especifica de homocigotos
y heterocigotos se pueden analizar de una manera para determinar las regiones del genoma fetal. En una
implementacion, los haplotipos de referencia que son representativos de haplotipos comunes en la poblacién se
utilizan junto con el andlisis de los fragmentos de ADN de la muestra materna para determinar los genomas materno
y paterno. En una realizacion, se proporciona un método para determinar al menos una porcion del genoma de un
feto no nacido de una mujer embarazada, teniendo el feto un padre y una madre que es la mujer embarazada, y
teniendo el padre un genoma paterno con haplotipos paternos y teniendo la madre un genoma materno con
haplotipos maternos, comprendiendo el método:

(a) analizar una pluralidad de moléculas de acido nucleico a partir de una muestra bioldgica obtenida de la
mujer gestante, donde la muestra biolégica contiene una mezcla de acidos nucleicos maternos vy fetales y
en la que analizar una molécula de acido nucleico incluye:

(i) identificar una localizacién de la molécula de acido nucleico en el genoma humano; y
(i) determinar un alelo respectivo de la molécula de acido nucleico;

(b) determinar un alelo paterno heredado por el feto del padre en cada una de una primera pluralidad de
loci, las localizaciones identificadas de los acidos nucleicos de la muestra biologica determinadas en (a) (i)
incluyendo la primera pluralidad de loci, en donde la primera pluralidad de loci esta en un mismo
cromosoma, en el que el genoma materno es heterocigético en la primera pluralidad de loci;

(c) determinar cada uno de los dos haplotipos maternos de la primera pluralidad de loci;

(d) basado en los alelos determinados de las moléculas de acido nucleico en la primera pluralidad de loci,
un sistema informatico que determina cantidades de alelos respectivos en cada uno de la primera pluralidad
de loci;

(e) comparar las cantidades relativas de los alelos respectivos de las moléculas de acido nucleico en mas
de un locus de la primera pluralidad de loci; y

(f) basandose en la comparacion, determinando cual de los dos haplotipos maternos es heredado por el
feto no nacido de la madre en la porcion del genoma cubierto por la primera pluralidad de loci.

Otras realizaciones de la invencion estan dirigidas a medios legibles por ordenador asociados con los métodos
descritos a continuacion. En una realizacion, el medio legible por ordenador almacena un cédigo de software capaz
de ser ejecutado por un sistema informatico, estando configurado el cédigo de software, cuando se ejecuta, para
hacer que el sistema informatico realice un método como se ha expuesto anteriormente.

La referencia a las partes restantes de la memoria descriptiva, incluyendo los dibujos y las reivindicaciones, mostrara
otras caracteristicas y ventajas de las realizaciones de la presente invencion. Otras caracteristicas y ventajas, asi
como la estructura y el funcionamiento de las diversas realizaciones de la presente invencion, se describen con
detalle a continuacion con respecto a los dibujos adjuntos. En los dibujos, los niUmeros de referencia iguales pueden
indicar elementos idénticos o funcionalmente similares.

Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 es un diagrama de flujo de un método 100 para determinar al menos una parte del genoma de un
feto no nacido de una mujer embarazada segun las realizaciones de la presente invencion.

La FIG. 2 muestra dos haplotipos para el padre y dos haplotipos para la madre para un segmento particular
de su respectivo codigo gendmico segun las realizaciones de la presente invencion.

La FIG. 3 muestra los dos tipos de SNPs en los haplotipos parentales de la FIG. 2 segun las realizaciones
de la presente invencion.

Las Figs. 4A y 4B muestran un analisis para determinar los haplotipos fetales para los dos tipos de SNP de
acuerdo con las realizaciones de la presente invencion.

Las Figs. 5A y 5B muestran el analisis de la comparacion de cantidades relativas (por ejemplo, recuentos)
de fragmentos para cada locus y si un resultado de la comparacion es para clasificar un haplotipo particular
como heredado o no segun las realizaciones de la presente invencion.
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La FIG. 6 ilustra el efecto de cambiar la relacién de probabilidad para la clasificacion de SPRT segun las
realizaciones de la presente invencion.

La FIG. 7 es un diagrama de flujo de un método 700 para determinar al menos una porcion del genoma de
un feto no nacido de una mujer embarazada heredado del padre de acuerdo con las realizaciones de la
presente invencion.

La FIG. 8 es un diagrama de flujo de un método 800 para determinar al menos una porciéon del genoma de
un feto no nacido en una region en la que la madre y el padre son heterocigéticos segun las realizaciones
de la presente invencion.

La FIG. 9 muestra haplotipos de un padre y una madre que son ambos heterocigotos en una region
gendmica particular segun las realizaciones de la presente invencion.

La FIG. 10 es un diagrama de flujo que ilustra un método 1000 para determinar la concentracion
fraccionada del material fetal en una muestra materna de acuerdo con las realizaciones de la presente
invencion.

La FIG. 11 es un diagrama de flujo de un método para determinar si un locus es informativo segun las
realizaciones de la presente invencion.

Las FIG. 12A y 12B muestran la distribucion prevista de los recuentos para el alelo T (el alelo menos
abundante en los escenarios (a) y (c)) para los tres escenarios con una concentracion de ADN fetal
fraccional supuesta del 20% y 5%, respectivamente, de acuerdo con las realizaciones de la presente
invencion.

Las Figs. 13A, 13B y 14 muestran las distribuciones previstas para los recuentos del alelo menos
abundante para una concentracion fraccionada de ADN fetal del 20%, cada uno para diferentes conteos
totales de moléculas correspondientes a un SNP segun las realizaciones de la presente invencion.

Las FIG. 15A y 15B muestran ejemplos de haplotipos de referencia, haplotipos parentales tomados de los
haplotipos de referencia, y un haplotipo fetal resultante segun las realizaciones de la presente invencion.

La FIG. 16 es un diagrama de flujo de un método 1600 para determinar al menos parte de un genoma fetal
cuando se conoce un conjunto de haplotipos de referencia, pero los haplotipos parentales no se conocen,
segun las realizaciones de la presente invencion.

La FIG. 17 muestra un ejemplo de determinacion de loci informativos a partir del analisis de fragmentos de
ADN de una muestra materna segun las realizaciones de la presente invencion.

La FIG. 18 muestra los tres haplotipos de referencia (Hap A, Hap B y Hap C) y los alelos paternos.

La FIG. 19 muestra la determinacion del haplotipo parental a partir de los alelos paternos segun las
realizaciones de la presente invencion.

La FIG. 20 muestra la deduccion de los genotipos maternos del analisis de la muestra materna de acuerdo
con las realizaciones de la presente invencion.

La FIG. 21 muestra una realizaciéon para determinar los haplotipos maternos de los genotipos maternos y
los haplotipos de referencia de acuerdo con las realizaciones de la presente invencion.

La FIG. 22 muestra los haplotipos maternos determinados y el haplotipo heredado paternalmente segun las
realizaciones de la presente invencion.

La FIG. 23 muestra los diferentes tipos de loci (alfa (A) y beta (B)) para los haplotipos maternos en relacion
con el haplotipo paterno segun las realizaciones de la presente invencion.

La FIG. 24 es un diagrama de flujo que ilustra un método 2400 de identificacion de una mutacién de novo
en el genoma de un feto no nacido de una mujer embarazada.

La FIG. 25A muestra el nimero absoluto y los porcentajes de SNPs que muestran diferentes
combinaciones de genotipo para el padre, la madre y el feto (CVS) segun las realizaciones de la presente
invencion.

La FIG. 25B muestra una tabla que enumera las estadisticas de alineacion de las primeras 20 celdas de
flujo.

La FIG. 26 es una tabla que muestra las concentraciones fraccionarias del ADN fetal calculadas para SNPs
mediante dos métodos segun las realizaciones de la presente invencion.
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La FIG. 27A muestra un grafico que ilustra el porcentaje observado de SNPs en este subconjunto en el que
se puede ver un alelo fetal a partir de los datos de secuenciacion para las primeras 20 células de flujo
analizadas, y la FIG. 27B muestra un grafico de la cobertura frente al nimero de lecturas segun las
realizaciones de la presente invencion.

Las FIG. 28A y 28B muestran graficas de la correlacion entre la cobertura de alelos paternalmente
heredados y el numero de lecturas de secuencias asignables y el numero de secuencias de células de flujo,
respectivamente, segun las realizaciones de la presente invencion.

La FIG. 29A muestra la correlacion entre la tasa de falsos positivos y el numero de células de flujo
secuenciadas, y la FIG. 29B muestra la correlacion entre la tasa de falsos positivos y el niumero de células
de flujo secuenciadas de acuerdo con las realizaciones de la presente invencion.

La FIG. 30 muestra la cobertura de los SNPs especificos del feto para diferentes nimeros de células de
flujo analizadas de acuerdo con las realizaciones de la presente invencion.

La FIG. 31 muestra la precision del analisis de Tipo A cuando se utilizaban datos de 10 células de flujo de
acuerdo con las realizaciones de la presente invencion.

La FIG. 32 muestra la precision del analisis de Tipo B cuando se utilizaban datos de 10 células de flujo de
acuerdo con las realizaciones de la presente invencion.

La FIG. 33 muestra la precision del analisis de Tipo A cuando se utilizaban los datos de 20 células de flujo
de acuerdo con las realizaciones de la presente invencion.

La FIG. 34 muestra la precision del analisis de Tipo B cuando se utilizaban los datos de 20 células de flujo
de acuerdo con las realizaciones de la presente invencion.

Las FIG. 35A y 35B muestran lecturas con mutaciones y con una secuencia de tipo salvaje en los codones
41/42 segun las realizaciones de la presente invencion.

La FIG. 36 muestra una tabla de un analisis RHDO de Tipo A mientras que los del analisis RHDO de Tipo B
se muestran en la FIG. 37 segun las realizaciones de la presente invencion.

Las FIGS. 38A y 38B muestran los resultados de la clasificacion SPRT para el caso PW226 como ejemplo.

La FIG. 39 muestra una tabla que resume los resultados del analisis de RHDO para los cinco casos segun
las realizaciones de la presente invencion.

La FIG. 40 muestra un grafico de la profundidad de secuenciacion frente al niumero de células de flujo
secuenciadas de acuerdo con las realizaciones de la presente invencion.

La FIG. 41 muestra un grafico de los tamafios de las secuencias fetales y totales para el genoma completo,
y la FIG. 42A-42C muestra graficas similares individualmente para cada cromosoma segun las
realizaciones de la presente invencion.

La FIG. 43 muestra un diagrama de bloques de un sistema informatico del ejemplo 4300 utilizable con el
sistema y los métodos segun las realizaciones de la presente invencion.

Definiciones

La expresion "muestra biologica", tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a cualquier muestra que se
toma de un sujeto (por ejemplo, un ser humano, tal como una mujer embarazada) y contiene una o mas moléculas
de acido nucleico de interés.

La expresion "acido nucleico" o "polinucledtido" se refiere a un acido desoxirribonucleico (ADN) o acido ribonucleico
(ARN) y un polimero del mismo en forma de cadena uUnica o bicatenaria. A menos que esté especificamente
limitada, la expresiéon abarca acidos nucleicos que contienen analogos conocidos de nucleétidos naturales que
tienen propiedades de union similares como el acido nucleico de referencia y se metabolizan de una manera similar
a los nucleétidos naturales. A menos que se indique lo contrario, una secuencia de acido nucleico particular también
implica implicitamente variantes conservativamente modificadas de la misma (por ejemplo, sustituciones de codones
degenerados), alelos, ortdlogos, SNPs y secuencias complementarias asi como la secuencia explicitamente
indicada. Especificamente, las sustituciones de codones degenerados se pueden lograr generando secuencias en
las que la tercera posicion de uno o mas codones seleccionados (o todos) esta sustituida con residuos de base
mixta y/o de desoxiinosina (Batzer et al., Nucleic Acid Res. 19: 5081 (1991); Ohtsuka et al., J. Biol. Chem. 260:
2605-2608 (1985); y Rossolini et al., Mol. Cell. Probes 8: 91-98 (1994)). La expresion “acido nucleico” se utiliza
indistintamente con el gen, el ADNc, el ARNm, el ARN pequefio no codificante, el micro ARN (miARN), el ARN que
interactua con el Piwi y el ARN de horquilla corta (shRNA) codificado por un gen o locus.
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El término "gen” significa el segmento de ADN implicado en la produccién de una cadena polipeptidica o un producto
de ARN transcrito. Puede incluir regiones que preceden y siguen a la region de codificacion (lider y trailer), asi como
secuencias intermedias (intrones) entre segmentos de codificacion individuales (exones).

La expresion "secuencia de acido nucleico clinicamente relevante” (también denominada secuencia o cromosoma
diana) tal como se utiliza en la presente memoria descriptiva, puede referirse a una secuencia polinucleotidica que
corresponde a un segmento de una secuencia gendmica mas grande cuyo potencial de desequilibrio esta siendo
probado o a la propia secuencia genémica mas grande. Un ejemplo es la secuencia del cromosoma 21. Otros
ejemplos incluyen los cromosomas 18, 13, X e Y. Todavia otros ejemplos incluyen las secuencias genéticas
mutadas o polimorfismos genéticos o variaciones del nimero de copias que un feto puede heredar de uno o ambos
de sus padres, o como una mutacion de novo en el feto. En algunas realizaciones, se pueden usar multiples
secuencias de acido nucleico clinicamente relevantes, o creadores equivalentemente multiples de la secuencia de
acido nucleico clinicamente relevante, para proporcionar datos para detectar el desequilibrio. Por ejemplo, los datos
de cinco secuencias no consecutivas en el cromosoma 21 pueden usarse de una manera aditiva para la
determinacion de un posible desequilibrio cromosémico 21, reduciendo efectivamente el volumen de muestra
necesario a 1/5.

La expresion "basado en” como se usa en este documento significa "basado al menos en parte en" y se refiere a un
valor (o resultado) que se utiliza en la determinacién de otro valor, tal como ocurre en la relacion de una entrada de
un método y la salida de ese método. El término "derivar", tal como se usa en la presente memoria, también se
refiere a la relacion de una entrada de un método y la salida de ese método, tal como ocurre cuando la derivacion es
el célculo de una formula.

El término "parametro”, tal como se utiliza en la presente memoria, significa un valor numérico que caracteriza un
conjunto de datos cuantitativos y/o una relacion numérica entre conjuntos de datos cuantitativos. Por ejemplo, una
relacion (o funciéon de una relacion) entre una primera cantidad de una primera secuencia de acido nucleico y una
segunda cantidad de una segunda secuencia de acido nucleico es un parametro.

Como se usa en este documento, el término "locus”, o su forma plural "loc", es una localizacién o direccién de
cualquier longitud de nucledtidos (o pares de bases) que tiene una variacion a través de los genomas.

La expresion "desequilibrio secuencial, tal como se utiliza en la presente memoria, significa cualquier desviacion
significativa definida por al menos un valor de corte en una cantidad de la secuencia de acido nucleico clinicamente
relevante a partir de una cantidad de referencia. Un desequilibrio de secuencia puede incluir el desequilibrio de la
dosis cromosémica, desequilibrio alélico, desequilibrio de la dosis de mutacion, desequilibrio de la dosis del
haplotipo y otros desequilibrios similares. Como ejemplo, un desequilibrio de dosificacion de alelos o mutaciones
puede ocurrir cuando un feto tiene un genotipo diferente de la madre, creando de este modo un desequilibrio en un
locus particular de la muestra.

La expresion "aneuploidia cromosémica", tal como se utiliza en la presente memoria, significa una variacion en la
cantidad cuantitativa de un cromosoma de la de un genoma diploide. La variaciéon puede ser una ganancia o una
pérdida. Puede implicar la totalidad de un cromosoma o una regién de un cromosoma.

El término "haplotipo”, como se usa en la presente memoria, se refiere a una combinacion de alelos en multiples loci
que se transmiten juntos en el mismo cromosoma o region cromosomica. Un haplotipo puede referirse a tan solo un
par de loci o a una region cromosoémica, o a un cromosoma entero. El término "alelos" se refiere a secuencias
alternativas de ADN en el mismo locus genémico fisico, que pueden o no resultar en diferentes rasgos fenotipicos.
En cualquier organismo diploide particular, con dos copias de cada cromosoma (excepto los cromosomas sexuales
en un sujeto humano masculino), el genotipo de cada gen comprende el par de alelos presentes en ese locus, que
son los mismos en homocigotos y diferentes en heterocigotos. Una poblacién o especie de organismos tipicamente
incluye multiples alelos en cada locus entre varios individuos. Un locus gendmico donde mas de un alelo se
encuentra en la poblacién se denomina un sitio polimérfico. La variacién alélica en un locus es mensurable como el
numero de alelos (es decir, el grado de polimorfismo) presente, o la proporcion de heterozigotos (es decir, la tasa de
heterocigosidad) en la poblacion. Como se usa en este documento, el término "polimorfismo"” se refiere a cualquier
variacion interindividual en el genoma humano, independientemente de su frecuencia. Ejemplos de tales variaciones
incluyen, pero no se limitan a, polimorfismos de nucleétidos sencillos, polimorfismos simples de repeticion en
tandem, polimorfismos de insercion-delecion, mutaciones (que pueden ser causantes de enfermedades) y
variaciones del niUmero de copias.

Descripcion detallada

Se puede proporcionar una construccion de un mapa genético parcial o una secuencia gendémica completa de un
feto no nacido sobre la base de los haplotipos de las secuencias polimérficas de sus padres. El término "haplotipo",
como se usa en la presente memoria, se refiere a una combinacién de alelos en multiples loci que se transmiten
juntos en el mismo cromosoma o la regidon cromosomica. Por ejemplo, las realizaciones pueden analizar fragmentos
de ADN a partir de una muestra materna (que contiene ADN materno y fetal) para identificar alelos en ciertos loci
especificos (puntos de referencia). Las cantidades de fragmentos de ADN de los respectivos alelos en estos loci
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pueden entonces analizarse conjuntamente para determinar las cantidades relativas de los haplotipos para estos loci
y determinar con ello qué haplotipos han sido heredados por el feto de los genomas maternos y/o paternos. Al
identificar los haplotipos fetales, se puede determinar el genotipo fetal en un locus individual dentro de la region
gendmica correspondiente incluyendo los loci especificados. En diversas realizaciones, los loci donde los padres son
una combinacion especifica de homocigotos y heterocigotos se pueden analizar de una manera para determinar
regiones del genoma fetal. En una implementacion, los haplotipos de referencia que son representativos de
haplotipos comunes en la poblacion se utilizan junto con el analisis de los fragmentos de ADN de la muestra materna
para determinar el genoma materno y paterno.

Un ejemplo de una aplicacién de una realizacion para determinar al menos parte de un genoma fetal podria ser para
pruebas de paternidad comparando el genotipo o haplotipo fetal deducido con el genotipo o haplotipo del supuesto
padre. Otro ejemplo es detectar una o mas mutaciones de novo que el feto ha adquirido, o detectar eventos de
recombinacién meiodtica que se han producido durante la produccién de gametos de sus padres. Estos son los
gametos que han fertilizado, y el zigoto resultante se ha desarrollado en el feto.

Ademas, algunas realizaciones también pueden permitir que la secuencia genémica del feto no nacido se determine
en cualquier resolucion deseada. Por ejemplo, en ciertas aplicaciones, las realizaciones pueden permitir determinar
la secuencia genémica completa o cercana a la completa del feto. En una realizacion, la resolucion de la secuencia
gendmica fetal que puede determinarse depende de la resolucion del conocimiento de los genomas del padre y la
madre, junto con la informacién de secuenciacion de la muestra biolégica materna que contiene los acidos nucleicos
fetales. En el caso de que se conozcan las secuencias genémicas completas o cercanas a completas del padre y la
madre, se podria deducir la secuencia genémica completa o cercana a la completa del feto no nacido.

En otras realizaciones, sélo se deducen las secuencias gendmicas de regiones seleccionadas dentro del genoma,
por ejemplo, para el diagndstico prenatal de trastornos genéticos, epigenéticos seleccionados (tales como trastornos
de impresién) o trastornos cromosomicos. Ejemplos de trastornos genéticos a los que puede aplicarse una
realizacion incluyen las hemoglobinopatias (tal como beta-talasemia, alfa-talasemia, anemia de células falciformes,
enfermedad de la hemoglobina E), fibrosis quistica y trastornos relacionados con el sexo (tales como hemofilia y
distrofia muscular de Duchenne). Otros ejemplos de mutaciones que pueden detectarse utilizando una realizacion se
pueden encontrar en la Herencia Mendeliana en Linea en el Hombre (www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/getmorbid.cgi).

También se pueden usar algunas realizaciones para determinar una concentracién fraccionada de ADN fetal, que
puede realizarse sin ningin conocimiento previo de los genomas especificos de los padres. Un analisis similar
también puede usarse para determinar la profundidad de cobertura necesaria para una determinaciéon precisa del
genoma fetal. Por lo tanto, esta determinacion de cobertura se puede utilizar para estimar la cantidad de datos que
se deben analizar para obtener resultados precisos.

l. Introduccién

Cuando se usa una muestra materna (por ejemplo, plasma o suero) como el material para elucidar el haplotipo fetal,
pueden haber dos desafios principales. Un primer desafio es que el plasma o suero materno consiste en una mezcla
de ADN fetal y materno, siendo el ADN fetal la poblacion menor. Se ha determinado que el ADN fetal representa una
concentracion media-mediana de entre el 5% y el 10% del total de ADN en el plasma materno en los dos primeros
trimestres del embarazo (Lo YMD y otros Am J Hum Genet 1998; 62: 768-775; Lun FMF et al Clin Chem 2008; 54:
1664-1672). A medida que el ADN es liberado por las células sanguineas maternas durante el proceso de
coagulacion sanguinea, la concentracion fraccionada del ADN fetal en el suero materno puede ser incluso menor
que en el plasma materno. Por lo tanto, en algunas realizaciones, el plasma materno se prefiere sobre el suero
materno.

Un segundo desafio es que el ADN fetal y el ADN materno en el plasma materno consisten en fragmentos cortos
(Chan KCA et al Clin Chem 2004; 50: 88-92). De hecho, el ADN derivado del feto es generalmente mas corto que el
ADN derivado de la madre en el plasma materno. La mayor parte del ADN fetal en el plasma materno tiene menos
de 200 pb de longitud. Usando tales fragmentos cortos de ADN de plasma, puede resultar dificil construir el
haplotipo de polimorfismos genéticos a lo largo de las largas distancias gendmicas. Los desafios mencionados
anteriormente para el plasma materno y el suero también se aplican a la deteccion de ADN fetal en la orina materna
(Botezatu | et al Clin Chem 2000; 46: 1078-1084). El ADN fetal solo representa una fraccion menor del ADN en la
orina de una mujer embarazada, y el ADN fetal en la orina materna también consiste en fragmentos cortos de ADN.

A. Secuenciacion y analisis de la muestra materna

Un enfoque que algunas realizaciones han tomado para abordar el primer reto es usar un método que permita el
genotipado cuantitativo de acidos nucleicos obtenidos a partir de la muestra biolégica materna con alta precision. En
una realizacion de este enfoque, la precision se logra mediante el analisis de un gran numero (por ejemplo, millones
o billones) de moléculas de acido nucleico. Ademas, la precision se puede mejorar mediante el analisis de moléculas
de acido nucleico individuales o la amplificacion clonal de moléculas de acido nucleico individuales. Una realizacion
utiliza una secuenciacién masivamente paralela de ADN, tal como, pero sin limitarse a la realizada por la plataforma
lllumina Genome Analyzer (Bentley DR et al. Nature 2008; 456: 53-59), la plataforma Roche 454 (Margulies M et al.
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Nature 2005; 437: 376-380), la plataforma ABI SOLID (McKernan KJ et al. Genome Res 2009; 19: 1527-1541), la
plataforma de secuenciacion de una sola molécula de Helicos (Harris TD et al. Science 2008; 320: 106-109), la
secuenciacion en tiempo real utilizando moléculas de polimerasa Unica (Science 2009; 323: 133-138) y la
secuenciacion de nanoporos (Clarke J. et al. Nat Nanotechnol. 2009; 4: 265-70). En una realizacion, la
secuenciacion masivamente paralela se realiza sobre un subconjunto aleatorio de moléculas de acido nucleico en la
muestra bioldgica.

En algunas realizaciones, puede ser beneficioso obtener una secuencia leida de cada molécula tan larga como sea
posible. Una limitacion de la longitud de las lecturas de secuenciacion que se puede conseguir es la naturaleza de
las moléculas de acido nucleico en la muestra biolégica materna. Por ejemplo, se sabe que la mayoria de las
moléculas de ADN en el plasma materno consisten en fragmentos cortos (Chan KCA et al Clin Chem 2004; 50: 88-
92). Ademas, la longitud de lectura debe equilibrarse con la fidelidad del sistema de secuenciacion a largas
longitudes de lectura. Para algunos de los sistemas mencionados anteriormente, podria ser preferible obtener
secuencias de ambos extremos de la molécula, la llamada secuenciacion de extremo pareado. Como ilustracion, un
enfoque consiste en realizar 50 pb de secuenciacién desde cada extremo de una molécula de ADN, dando como
resultado un total de 100 pb de secuencia por molécula. En otra realizacion, puede realizarse 75 pb de
secuenciacion desde cada extremo de una molécula de ADN, dando como resultado un total de 150 pb de
secuencia por molécula.

Después de realizar la secuenciacion, las secuencias se alinean de nuevo con un genoma humano de referencia.
Como las realizaciones dilucidan las variaciones gendmicas heredadas por un feto no nacido de sus padres, el
algoritmo de alineacioén puede ser capaz de hacer frente a las variaciones de secuencia. Un ejemplo de dicho
paquete de software es el software Efficient Large-Scale Alignment of Nucleotide Databases (ELAND) producido por
lllumina. Otro ejemplo de dicho paquete de software es el SOAP (programa de alineacion de oligonucleétidos cortos)
y SOAP2 (Li R et al. Bioinformatics 2008; 24: 713-714; Li R et al. Bioinformatics 2009; 25: 1966-1967).

La cantidad de secuenciacion de ADN que puede necesitar ser realizada puede depender de la resolucién a la que
el mapa genético fetal o la secuencia gendmica fetal puede necesitar ser construida. En general, cuantas mas
moléculas se secuencien, mayor sera la resolucion. Otro determinante de la resolucion del mapa genético fetal o de
la secuencia gendmica fetal en un nivel o profundidad de secuenciacion del ADN es la concentracion fraccionada de
ADN fetal en la muestra bioldgica materna. En general, cuanto mayor sea la concentracion fraccionada de ADN fetal,
mayor sera la resolucion del mapa genético fetal o secuencia gendémica fetal que puede ser elucidada a un nivel
dado de secuenciacion de ADN. Como la concentracion fraccional de ADN fetal en el plasma materno es mayor que
en el suero materno, el plasma materno es un tipo de muestra biolégica materna mas preferido que el suero materno
para algunas realizaciones.

El rendimiento de los métodos basados en secuenciacion mencionados anteriormente puede aumentarse con el uso
de la indexacion o la codificacion de codigos de barras. Asi, una muestra o un indice o codigo de barras especifico
para el paciente se puede afadir a fragmentos de acido nucleico en una biblioteca de secuenciacion del acido
nucleico particular. A continuacion, se mezclan una serie de tales bibliotecas, cada una con una muestra o indice o
codigo de barras especifico del paciente, y se secuencian entre si. Después de las reacciones de secuenciacion, los
datos de secuenciacion pueden recogerse de cada muestra o paciente basandose en el cddigo de barras o indice.
Esta estrategia puede aumentar el rendimiento y, por tanto, la rentabilidad de las realizaciones de la presente
invencion.

En una realizacién, las moléculas de acido nucleico en la muestra bioldgica pueden seleccionarse o fraccionarse
antes de la genotipificacion cuantitativa (por ejemplo, secuenciacion). En una variante, las moléculas de acido
nucleico se tratan con un dispositivo (por ejemplo, un microarray) que puede unirse preferentemente a moléculas de
acido nucleico a partir de loci seleccionados en el genoma (por ejemplo, la regiéon del cromosoma 7 que contiene el
gen CFTR). Entonces, la secuenciacion puede realizarse preferentemente sobre moléculas de acido nucleico
capturadas por el dispositivo. Este esquema permitira dirigir la secuencia hacia la region genémica de interés. En
una realizacion de este esquema se puede usar un sistema de captura de secuencias de Nimblegen
(www.nimblegen.com/products/seqcap/index.html) o un Sistema Agilent SureSelect Target Enrichment
(www.opengenomics.com/SureSelect_Target Enrichment_System), o plataformas similares. En algunas
realizaciones, las moléculas de acido nucleico de las regiones seleccionadas del genoma se someten a
secuenciacion aleatoria.

En otra realizacion, la region gendmica de interés en la muestra biolégica puede amplificarse primero mediante un
conjunto o conjunto multiple de cebadores de amplificacion. A continuacion, el genotipado cuantitativo, por ejemplo,
la secuenciacion, puede realizarse sobre los productos amplificados. En una implementacion de este esquema, se
puede usar el sistema RainDance (www.raindancetech.com/technology/pcr-genomics-research.asp). En algunas
realizaciones, las moléculas de acido nucleico amplificadas se someten a secuenciacion aleatoria.

También se puede realizar una etapa de fraccionamiento por tamarfios sobre las moléculas de acido nucleico en la
muestra bioldgica. Dado que se sabe que el ADN fetal es mas corto que el ADN materno en el plasma materno (Li y
col Clin Chem 2004; 50: 1002-1011; Solicitud de Patente de EE.UU. 20050164241; Solicitud de Patente de EE.UU.
20070202525), la fraccion de menor tamafio molecular se puede cosechar y luego ser utlizada para la
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genotipificacion cuantitativa, por ejemplo, secuenciando. Tal fracciéon contendria una concentracion fraccional mas
alta del ADN fetal que en la muestra bioldgica original. De este modo, la secuenciacion de una fracciéon enriquecida
en ADN fetal puede permitir construir el mapa genético fetal o deducir la secuencia genémica fetal con una mayor
resolucion a un nivel particular de analisis (por ejemplo, profundidad de secuenciacion), que si una muestra no
enriquecida ha sido usado. Esto puede, por lo tanto, hacer la tecnologia mas rentable. Como ejemplos de métodos
para el fraccionamiento por tamafos, podria utilizarse (i) electroforesis en gel seguida por la extraccion de moléculas
de acido nucleico a partir de fracciones especificas de gel; (i) matriz de unién a acidos nucleicos con afinidad
diferencial para moléculas de acido nucleico de diferentes tamafos; o (iii) sistemas de filtracién con retencion
diferencial para moléculas de acido nucleico de diferentes tamarios.

En otra realizacién mas, se podrian analizar preferencialmente moléculas de acido nucleico de un tamafio especifico
o rango de tamafos después de la secuenciacion del acido nucleico. Por ejemplo, se podria realizar una
secuenciaciéon en pares en la que se secuencian ambos extremos de una molécula de ADN. A continuacion, las
coordenadas gendmicas de ambos extremos podrian ser asignadas de nuevo a un genoma humano de referencia.
Entonces se podria deducir el tamafio de la molécula restando las coordenadas gendmicas de ambos extremos. Una
forma de realizar esta secuenciacién en pares es utilizar el protocolo de secuenciacion en pares del lllumina
Genome Analyzer. Otro método para deducir el tamafio de una molécula de ADN es secuenciar toda la molécula de
ADN. Esto se hace mas facilmente mediante plataformas de secuenciacion con longitudes de lectura relativamente
largas, como la plataforma Roche 454 (Marguelis et al Nature 2005; 437: 376-380) y la molécula unica de Pacific
Biosciences, en tiempo real (SMRT™) (Eid et al Science 2009; 323: 133-138). Después de la deduccion del tamafio
de las moléculas de acido nucleico, se podria optar por centrar el analisis subsiguiente en moléculas de menos de
un corte de tamafo particular, con lo que se enriqueceria en la concentracion fraccionada de ADN fetal. El analisis
de este subconjunto de moléculas puede permitir que el mapa genético fetal o las secuencias gendmicas fetales se
deduzcan con menos moléculas analizadas después de la seleccién por tamafios que si este procedimiento no se ha
realizado. En una realizacion, se usa un corte de tamafo de 300 pb. En aun otras realizaciones, se podria usar un
corte de tamario de 250 pb, 200 pb, 180 pb, 150 pb, 125 pb, 100 pb, o 75 pb.

B. Uso de genomas parentales como andamios

Para abordar el segundo desafio, algunas realizaciones pueden usar haplotipos de los cromosomas de la madre
como un "andamio". Los haplotipos de los cromosomas del padre también se pueden utilizar como otro "andamio".
Este andamio puede compararse con la informacién genética del feto obtenida de la muestra materna que contiene
el ADN fetal. Esta informacion genética fetal puede usarse para determinar cémo se ha erigido el andamio de la
madre y/o el padre en el genoma fetal, usando de este modo las partes componentes del andamio para determinar
el genoma fetal resultante.

Los haplotipos parentales se pueden construir a partir del ADN gendmico del padre y la madre, y de otros miembros
de la familia, p. €j., un hermano del feto en el embarazo actual. Es posible que la disponibilidad de los haplotipos
parentales se vuelva cada vez mas comun, en vista de la reduccion en los costos de la secuenciacién genémica. En
un escenario, si uno o ambos padres ya tienen su genoma secuenciado y sus haplotipos en una o mas regiones
cromosomicas se han determinado, entonces esta informacién se puede utilizar como el mencionado andamio.

Se puede utilizar cualquier plataforma de genotipificacion conocida por los expertos en la técnica que pueda
interrogar variaciones de secuencias en el genoma, incluyendo secuenciaciéon de ADN, microarrays, sondas de
hibridacion, técnicas basadas en fluorescencia, técnicas opticas, cédigos de barras moleculares y formacion de
imagenes de molécula unica (Geiss GK et al. Nat Biotechnol 2008; 26: 317-325), Analisis de molécula Unica, PCR,
PCR digital, espectrometria de masas (como la plataforma Sequenom MassARRAY), etc. Como ejemplo mas
extremo, la secuencia de ADN del padre y de la madre puede determinarse por secuenciacion de ADN del genoma
completo usando un método de secuenciacién masivamente paralelo (p. €j., Bentley DR et al. Nature 2008; 456: 53-
59; McKernan KJ et al. Genome Res 2009; 19: 1527-1541). Un ejemplo de variaciones de secuencias que pueden
ser de interés son los polimorfismos de un solo nucleétido (SNP). Un método particularmente preferido para
determinar los genotipos parentales es mediante analisis de microarrays de SNPs a una escala de todo el genoma,
0 en regiones gendmicas seleccionadas, p. €j., aquellas que contienen genes cuyas mutaciones pueden causar
enfermedades genéticas (tales como genes en el grupo de beta-globina, o el gen regulador de la conductancia
transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR)). Ademas de las variaciones de secuencia, también se pueden usar
variaciones de numero de copias. Las variaciones de secuencias y las variaciones del numero de copias se
denominan caracteristicas genéticas polimorficas (PMF).

En un aspecto, los genotipos maternos en los cromosomas o regiones cromosomicas de interés pueden construirse
en haplotipos. Una forma en la que esto se puede realizar es mediante el analisis de otros miembros de la familia
relacionados con la madre, p. €j., un hijo o una hija de la madre, un padre, un hermano, etc. Otra forma en la que
pueden construirse los haplotipos es mediante otros métodos bien conocidos por los expertos en la técnica
mencionados anteriormente.

La informacion del genotipo puede extenderse entonces a la informacion del haplotipo de los padres en comparacion
con la informacion del genotipo de otros miembros de la familia, por ejemplo, un hermano del feto del embarazo
actual, o de los genotipos de los abuelos, etc. Los haplotipos de los padres también pueden construirse por otros
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métodos bien conocidos por los expertos en la técnica. Ejemplos de tales métodos incluyen métodos basados en
analisis de molécula unica tales como PCR digital (Ding C y Cantor CR. Proc Natl Acad Sci USA 2003; 100: 7449-
7453; Ruano G et al. Proc Natl Acad Sci USA 1990; 87: 6296-6300), haplotipificacion de esperma (Lien S et al. Curr
Protoc Hum Genet 2002; Capitulo 1: Unidad 1.6) y técnicas de imagen (Xiao M et al. Hum Mutat 2007; 28: 913-921).
Otros métodos incluyen los basados en la PCR de alelo especifico (Michalatos-Beloin S et al. Nucleic Acids Res
1996; 24: 4841-4843; Lo YMD et al. Nucleic Acids Res 1991; Nucleic Acids Res. 19: 3561-3567), la clonacion y la
digestion con enzimas de restriccion (Smirnova AS et al. Immunogenetics 2007; 59: 93-8), etc. Sin embargo, otros
métodos se basan en la estructura de desequilibrio de distribucién y enlace de bloques de haplotipos en la poblaciéon
que permiten inferir el haplotipo materno a partir de evaluaciones estadisticas (Clark AG. Mol Biol Evol 1990; 7: 111-
22; 10:13-9; Salem RM et al. Hum Genomics 2005; 2: 39-66).

C. Uso de la informacion genémica de la muestra materna para ensamblar el andamio

En una realizaciéon, para determinar cuales de los cromosomas maternos se han pasado al feto, se usa un método
de dosis de haplotipo relativo (RHDO). Un principio general de este enfoque es el siguiente para un ejemplo de
donde la madre es heterocigética para cada uno de los polimorfismos genéticos. Por lo tanto, hay dos haplotipos, y
la dosis relativa de estos haplotipos seria 1:1. Sin embargo, en la muestra materna, la presencia de una pequefa
proporcion de ADN fetal podria alterar la dosis relativa de haplotipo. Esto se debe a que el feto habria heredado la
mitad de su complemento de haplotipo de la madre y la otra mitad del padre. Ademas, para cada cromosoma, el feto
podria haber heredado un "mosaico" de haplotipos que se han originado de uno u otro de los cromosomas
homologos de cada uno de los padres, dependiendo de la ocurrencia de la recombinacion meittica. Todos estos
factores pueden desviar la dosis relativa de haplotipo de la relacion 1: 1 en el ADN constitucional materno. Por tanto,
para un cromosoma o regién cromosomica dada, los alelos constituyentes de estos haplotipos se pueden buscar a
partir de datos analiticos (por ejemplo, datos de secuenciacion) generados a partir de la muestra materna.

A continuacion, se puede realizar un procedimiento estadistico para determinar la dosis relativa de haplotipo, o si
uno de estos haplotipos esta sobre-representado respecto al otro haplotipo. EI umbral de clasificacién para este
procedimiento estadistico puede ajustarse dependiendo de la concentracion fraccional de ADN fetal. En general, una
mayor concentracion fraccionada de ADN fetal puede permitir que el umbral se alcance con menos moléculas. El
umbral de clasificacion también puede ajustarse dependiendo del nimero de fragmentos clasificados con éxito que
se desee alcanzar a través del genoma o de las regiones gendmicas de interés. En una realizacién, puede usarse la
prueba de relacion de probabilidad secuencial (SPRT).

En una realizacion, una dosificacion de mutacion relativa (RMD), como se describe en la Solicitud de Patente de
EE.UU. 2009/0087847) puede usarse para determinar una cantidad relativa de un alelo en polimorfismos
particulares de la madre. Estas cantidades relativas pueden usarse para determinar un haplotipo del feto (por
ejemplo, cuando los polimorfismos estan en loci consecutivos o enlazados). En una implementacion de este enfoque
dirigido esta el uso de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar las secuencias especificas de
las partes seleccionadas del genoma para el analisis RMD. Para ampliar este enfoque RMD para determinar la
herencia fetal en una gran regién genémica o en todo el genoma, es necesario un gran volumen de la muestra
materna.

En una realizacién que usa la secuenciacion aleatoria, las regiones gendmicas de interés no estan dirigidas
especificamente. Por lo tanto, el numero de secuencias obtenidas en las regiones gendémicas de interés puede no
ser tan numeroso como en un enfoque dirigido (a menos que se realice una secuenciacion muy profunda). Sin
embargo, los recuentos se pueden agrupar a través de una serie de polimorfismos vinculados, para lograr la
potencia estadistica necesaria con fines de diagndstico. Una implicacién practica de usar esta realizacion secuencial
es que puede ahorrar costes evitando la necesidad de una secuenciacidon excesivamente profunda. También
requiere una entrada de una menor cantidad de muestra materna que los enfoques basados en PCR digital.

Ademas, puede ser deseable llevar a cabo dicho analisis RHDO en bloques. En otras palabras, cada cromosoma
puede ser analizado en uno, o preferiblemente mas de un bloque. En un aspecto, este ultimo puede permitir que se
observe la recombinacion meiética. Por ejemplo, un haplotipo de un segmento de un cromosoma particular del feto
puede parecer haber venido de uno de los cromosomas homdlogos maternos, mientras que el otro segmento del
mismo cromosoma fetal parece poseer el haplotipo del otro cromosoma homologo materno. Un analisis SPRT puede
permitir que esta segmentacion se realice.

Por ejemplo, el analisis SPRT puede realizarse en SNPs vecinos que demuestren la configuraciéon requerida del
genotipo parental (es decir, siendo el padre homocigético y la madre heterozigética) partiendo de un extremo de un
cromosoma. Esto continuara hasta que el anadlisis SPRT haya indicado que uno de los haplotipos maternos es
predominante en los datos analiticos de plasma materno (por ejemplo, datos de secuenciacion). A continuacion, el
analisis SPRT puede ser "restablecido" y empezar de nuevo desde el siguiente SNP vecino que demuestra la
configuracion requerida del genotipo parental. Esto puede continuar de nuevo hasta que el analisis SPRT haya
indicado una vez mas que uno de los haplotipos maternos es predominante en los datos analiticos de plasma
materno (por ejemplo, datos de secuenciacion). Este proceso puede continuar hasta el ultimo SNP seleccionado en
dicho cromosoma. Entonces, estos diversos segmentos de haplotipos determinados por SPRT en el cromosoma
pueden compararse con los haplotipos de los dos cromosomas homélogos en el genoma de la madre. Se observa
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una recombinacién meidtica cuando los segmentos de haplotipos en el feto parecen haber cambiado de un
cromosoma homodlogo materno a otro. Este sistema también puede funcionar incluso si hay mas de una
recombinacién meidtica por cromosoma.

Como se describe mas adelante, el analisis RHDO también puede llevarse a cabo para regiones gendmicas en las
que el padre y la madre son ambos heterocigotos para los polimorfismos genéticos constituyentes. Este escenario
es particularmente util para la situacion cuando el padre y la madre comparten una copia mutante del gen de la
enfermedad del mismo origen ancestral, tal como cuando son consanguineos, o cuando la mutacién predominante
para la enfermedad se debe a un gran efecto fundador (es decir, la mayoria de los individuos con la mutacion ha
heredado el mismo haplotipo de un fundador ancestral comun de la poblacién). Por lo tanto, los haplotipos del padre
y la madre en esta region se pueden utilizar para deducir el haplotipo fetal.

Il. Construccion del genoma fetal a partir del genoma materno

Se describe ahora la construccion de un mapa genético fetal o la elucidacion de la secuencia gendémica fetal con
conocimiento explicito de los genomas parentales.

A. Método

La FIG. 1 es un diagrama de flujo de un método 100 para determinar al menos una porcidon del genoma de un feto
no nacido de una mujer embarazada. El feto tiene un padre y una madre que es la mujer embarazada. El padre tiene
un genoma paterno con dos haplotipos y la madre tiene un genoma maternal con dos haplotipos. El método 100
analiza las moléculas de acido nucleico (fragmentos) de una muestra biologica obtenida de la mujer embarazada
para determinar el genoma del feto. El método 100 se describe principalmente para el ejemplo de cuando el padre
es homocigotico y la madre es heterocigética en una pluralidad de loci, mientras que otros ejemplos describen otras
realizaciones.

El método 100 y cualquiera de los métodos descritos en el presente documento pueden realizarse total o
parcialmente con un sistema informatico que incluye un procesador, que puede configurarse para llevar a cabo las
etapas. Asi, las realizaciones se dirigen a sistemas informaticos configurados para llevar a cabo las etapas de
cualquiera de los procedimientos descritos en la presente memoria, potencialmente con diferentes componentes que
realizan una etapa respectiva o un respectivo grupo de etapas. Aunque se presentan como pasos numerados, los
pasos de los métodos de la presente invencidon pueden realizarse al mismo tiempo o en un orden diferente.
Adicionalmente, partes de estos pasos pueden usarse con porciones de otras etapas de otros métodos. Ademas,
todas o partes de una etapa pueden ser opcionales. Ademas, cualquiera de los pasos de cualquiera de los métodos
puede realizarse con modulos, circuitos u otros medios para llevar a cabo estos pasos.

En la etapa 110, se identifica una primera pluralidad de loci en la que el genoma materno es heterocigético. En una
realizacion, esta determinacion puede realizarse en parte de un genotipado del padre y la madre a nivel del genoma
o en loci gendmicos seleccionados de interés. En otras realizaciones, la determinacion de la primera pluralidad de
loci puede hacerse durante un analisis de la muestra materna, que se describe en secciones posteriores.

En la etapa 120, se determinan cada uno de los dos haplotipos maternos que cubren la primera pluralidad de loci.
Como se mencion6 anteriormente, el genoma materno podria obtenerse a partir de la secuenciacion directa. En
otras realizaciones, el genotipado puede hacerse en una pluralidad de loci y luego utilizar un genoma mapeado de
alguien que se espera tenga un genoma similar, p. €j., de un miembro de la familia o de un genoma de referencia
que es comun en una poblacion igual o similar. En una realizacion, la etapa 120 puede realizarse primero para todas
o partes del genoma materno y entonces el genoma materno puede ser investigado para encontrar loci en los que la
madre sea heterocigética.

En un aspecto, no es esencial construir los haplotipos de los cromosomas del padre. Sin embargo, si los haplotipos
paternos pudieran construirse, entonces se podria obtener informacién adicional de los resultados de la
secuenciacion. Una tal informacion adicional incluye el hecho de que se puede realizar un analisis de dosificacion de
haplotipo relativo para regiones en las que ambos progenitores son heterocigotos. Otra informacion adicional que se
puede obtener si el haplotipo paterno esta disponible es la informacién referente a la recombinacion meidtica que
implica a uno o mas cromosomas paternos, y determinar si los alelos de la enfermedad ligados a tales polimorfismos
se han pasado al feto.

En la etapa 130, se determina un alelo heredado por el feto del padre en cada uno de la primera pluralidad del loci.
Algunas realizaciones usan loci gendmicos que son homocigoéticos para el padre, pero heterocigotos para la madre
(como se menciono en la etapa 110). Por lo tanto, si el padre es homocigético en los loci, entonces se conoce el
alelo que es heredado del padre. El genotipado del padre para determinar los loci en los que el padre es
homocigoético puede determinarse en cualquiera de las formas descritas en el presente documento. En una
realizacion, la determinacion de la primera pluralidad de loci puede determinarse basandose en el genotipado del
padre y la madre para encontrar los loci en los que el padre es homocigético y en los que la madre es heterocigotica.

En ofra realizacion, una segunda pluralidad de loci del genoma paterno que son heterocigéticos puede usarse para
determinar el haplotipo paterno heredado por el feto en la primera pluralidad de loci en los que el padre es
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homocigético. Por ejemplo, si el genoma materno es homocigoético en la segunda pluralidad de loci, se pueden
identificar alelos que estan presentes en el genoma paterno en los respectivos de la segunda pluralidad de loci y
ausentes en el genoma materno. El haplotipo paterno heredado puede entonces ser identificado como el haplotipo
con los alelos identificados, y ser usado para determinar el alelo heredado del padre en la primera pluralidad de loci.
Estos aspectos de la determinacién de un haplotipo paterno se discuten con mas detalle a continuacion.

En la etapa 140, se analizé una pluralidad de moléculas de acido nucleico de una muestra bioldgica obtenida de la
mujer embarazada. La muestra contiene una mezcla de acidos nucleicos maternos y fetales. La muestra bioldgica
materna puede ser tomada y luego ser recibida para su analisis. En una realizacion, se utiliza plasma materno y
suero. En otras realizaciones, pueden usarse sangre materna, orina materna, saliva materna, liquido de lavado
uterino o células fetales obtenidas a partir de la sangre materna.

En una realizacion, el analisis de una molécula de acido nucleico incluye identificar una localizacion de la molécula
de acido nucleico en el genoma humano y determinar un alelo de la molécula de acido nucleico en el locus
individual. De este modo, una realizacion puede realizar el genotipado cuantitativo usando los alelos determinados
de las moléculas de acido nucleico del mismo locus. Se puede utilizar cualquier método que permita determinar la
localizacion gendmica y el alelo (informacion sobre el genotipo) de las moléculas de acido nucleico en la muestra
biolégica materna. Algunos de estos métodos se describen en las solicitudes de EE.UU. 12/178.181 y 12/614350, y
la solicitud titulada "Size-Based Genomic Analysis."

En la etapa 150, en base a los alelos determinados de las moléculas de acido nucleico, se determinan las
cantidades de alelos respectivos en cada uno de la primera pluralidad de loci. En una realizacién, las cantidades
pueden ser el niumero de alelos de cada tipo en un primer lugar. Por ejemplo, seis A y cuatro T. En otra realizacion,
una cantidad puede ser una distribucién de tamafios de las moléculas de acido nucleico que tienen un alelo
particular. Por ejemplo, una cantidad relativa también puede incluir una distribucién de tamafios de los fragmentos
con un genotipo particular, que puede transportar una cantidad relativa de fragmentos a ciertas longitudes. Tales
cantidades relativas también pueden proporcionar informacioén sobre qué genotipo esta en el genoma fetal, ya que
los fragmentos fetales tienden a ser mas pequefios que los fragmentos maternos. Algunos ejemplos de cantidades y
métodos se describen en las solicitudes de EE.UU. 12/178.181 y 12/614350, y la solicitud titulada "Size-Based
Genomic Analysis."

En una realizacion, las cantidades relativas de los alelos en un locus pueden proporcionar informacién sobre qué
genotipo fue heredado por el feto (por ejemplo, después de que un conjunto de datos haya alcanzado suficiente
potencia estadistica). Por ejemplo, las cantidades relativas pueden usarse para determinar si se produce un
desequilibrio de secuencia con respecto a los genotipos de la madre en un locus. Las solicitudes de patente
relacionadas citadas anteriormente proporcionan ejemplos de realizaciones para detectar un desequilibrio de
secuencia en un locus o regién particular.

En la etapa 160, se comparan cantidades relativas de los alelos respectivos de las moléculas de acido nucleico en
mas de un locus de la primera pluralidad de loci. En algunas realizaciones, las cantidades de cada alelo en cada
locus de la primera pluralidad de loci que comprenden los haplotipos se agregan antes de realizar una comparacion.
Las cantidades agregadas de los haplotipos parentales pueden entonces compararse para determinar si un
haplotipo esta sobrerrepresentado, igualmente representado o sub-representado. En otras realizaciones, las
cantidades para los alelos en un locus se comparan, y se utilizan comparaciones en multiples loci. Por ejemplo, se
puede agregar un valor de separacion (por ejemplo, una diferencia o una relacién), que se puede utilizar en una
comparacion con un valor de corte. Cada una de estas realizaciones puede aplicarse a cualquiera de las etapas de
comparacion descritas en la presente memoria.

En diversas realizaciones, las cantidades relativas pueden ser un recuento de un numero de cada fragmento con un
alelo particular en un locus particular, un recuento de un nimero de fragmentos de cualquier locus (o cualquier loci
en una region) en un haplotipo particular, y un valor estadistico del recuento (por ejemplo, un promedio) en un locus
particular o en un haplotipo particular. Por tanto, en una realizacién, la comparacion puede ser una determinacion de
un valor de separacion (por ejemplo, una diferencia o una relacion) de un alelo frente a otro alelo en cada loci.

En la etapa 170, basandose en la comparacion, se puede determinar el haplotipo heredado por el feto no nacido de
la madre en la porcion del genoma cubierta por la primera pluralidad de loci. En una realizacion, para determinar
cual de los cromosomas maternos ha sido pasado sobre el feto, se usa un método de dosificaciéon relativa de
haplotipo (RHDO), por ejemplo, como se mencioné anteriormente. Como la madre es heterocigoética para cada uno
de los primeros loci, los primeros loci corresponden a dos haplotipos para la regién genémica de los primeros loci. La
dosis relativa de estos haplotipos seria de 1: 1 si la muestra fuera sélo de la madre. Las desviaciones o la ausencia
de desviaciones de esta relacion pueden usarse para determinar el haplotipo del feto heredado de la madre (y del
padre, que se aborda con mas detalle mas adelante). Por lo tanto, para un cromosoma o regién cromosémica dada,
los alelos constituyentes de estos haplotipos se pueden buscar a partir de los datos analiticos (por ejemplo, datos de
secuenciacion) generados en la etapa 130.

Puesto que se analizan una pluralidad de loci y se comparan con el haplotipo de la madre, las secuencias entre los
loci pueden atribuirse a un haplotipo particular. En una realizacién, si varios loci coinciden con un haplotipo
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particular, entonces se puede suponer que los segmentos de secuencia entre los loci son iguales que los del
haplotipo materno. Debido a la ocurrencia de recombinacién meiética, el haplotipo final heredado por el feto puede
consistir en un mosaico de 'segmentos de haplotipos' originarios de uno de estos dos cromosomas homoélogos. Las
realizaciones pueden detectar tal recombinacion.

La resolucion en la que se podria detectar tal recombinacién depende del ndmero vy distribucion de los marcadores
genéticos que se haya determinado en el ADN constitucional del padre y la madre, y el umbral que se utiliza en el
subsiguiente analisis bioinformatico (utilizando por ejemplo el SPRT) . Por ejemplo, si la comparacion sugiere que el
alelo heredado de la madre en cada uno de un primer conjunto de loci consecutivos corresponden al primer
haplotipo, entonces se determina que el primer haplotipo se hereda para la localizaciéon genémica correspondiente al
primer conjunto de loci. Si un segundo conjunto de loci consecutivos sugieren que el segundo haplotipo se hereda,
entonces se determina que el segundo haplotipo se hereda para la localizacién genémica correspondiente al
segundo conjunto de loci.

En una realizacion, cuando se analizan una pluralidad de loci, el haplotipo puede determinarse con mayor precision.
Por ejemplo, los datos estadisticos de un loci pueden no ser determinantes, pero cuando se combinan con los datos
estadisticos de otros loci, se puede determinar qué haplotipo se hereda. En otra realizacion, cada loci puede
analizarse independientemente para hacer una clasificacion y, a continuacion, las clasificaciones pueden analizarse
para proporcionar una determinacion de qué haplotipo se hereda para una region dada.

En una realizacién, puede realizarse un procedimiento estadistico para determinar la dosificacion de haplotipo
relativa (por ejemplo, si uno de estos haplotipos esta sobrerepresentado respecto al otro haplotipo). El umbral de
clasificacion para este procedimiento estadistico puede ajustarse dependiendo de la concentracion fraccional de
ADN fetal. En general, una mayor concentracion fraccionada de ADN fetal puede permitir que el umbral se alcance
con menos moléculas. El umbral de clasificacion también puede ajustarse dependiendo del nimero de segmentos
clasificados con éxito que se desee alcanzar a través del genoma o de las regiones gendmicas de interés.

Haciendo referencia de nuevo a la FIG. 1, en el paso 180, el genoma fetal puede ser analizado para mutaciones. Por
ejemplo, se pueden usar realizaciones para buscar un panel de mutaciones que causan enfermedades genéticas en
una poblacion particular. Ejemplos de mutaciones que pueden detectarse usando realizaciones se pueden encontrar
en la Herencia Mendeliana en Linea en el Hombre (www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/getmorbid.cgi). Estas mutaciones
pueden ser buscadas durante las etapas 140-160; o como un paso separado como se describe en este documento.
Por ejemplo, en familias en las que el padre es portador de una o mas mutaciones que estan ausentes en la madre,
entonces la mutacion o las mutaciones podrian ser buscadas a partir de los datos analiticos (por ejemplo, datos de
secuenciacion) de la muestra bioldgica materna.

Aparte de la deteccion de la mutacion real, también podrian buscarse marcadores genéticos polimérficos que estan
vinculados al alelo mutante o de tipo salvaje en el padre o la madre. Por ejemplo, el analisis de RHDO puede revelar
que el feto ha heredado el haplotipo de la madre que se sabe que lleva una mutacién para una enfermedad. Las
realizaciones de la invenciéon también pueden usarse para el diagndstico prenatal no invasivo de enfermedades
causadas por deleciones de regiones cromosomicas, p. €j., la supresion del Sudeste Asiatico que causa la alfa-
talasemia. En el escenario en el que tanto el padre como la madre son portadores de la delecion, si el feto es
homocigoético para la delecion y si se realiza una secuenciaciéon masivamente paralela en el ADN plasmatico
materno, entonces deberia haber una reduccién en las frecuencias de las secuencias de ADN procedentes de la
region suprimida en el plasma materno.

B. Ejemplo

Esta seccion describe un ejemplo de realizaciones (por ejemplo, del método 100) aplicadas al polimorfismo de un
solo nucledtido (SNP) en el que la madre es heterocigética. Los alelos SNP en el mismo cromosoma forman un
haplotipo, con la madre teniendo un par homélogo de cada cromosoma, y por lo tanto dos haplotipos. Para ilustrar
cémo se realiza tal determinacion, considérese un segmento en el cromosoma 3, por ejemplo, como se muestra en
la FIG. 2.

La FIG. 2 muestra dos haplotipos para el padre y dos haplotipos para la madre de un segmento particular de su
respectivo codigo gendomico. Cinco SNPs se encontraron dentro de este segmento en el que el padre y la madre
fueron homocigotos y heterocigotos, respectivamente, para todos los 5 de estos SNPs. Los dos cromosomas
homologos del padre poseian el mismo haplotipo (Hap), es decir, A-G-A-A-G (de arriba a abajo en la Figura 2). Por
simplicidad, los haplotipos paternos se llaman Hap | y Hap Il, teniendo en cuenta que ambos son idénticos para este
conjunto de 5 SNPs. Para la madre se observaron dos haplotipos: Hap Ill, A-A-A-G-G y Hap IV, G-G-G-A-A.

Los SNPs en este ejemplo podrian ser clasificados en dos tipos. La FIG. 3 muestra los dos tipos de SNP segun las
realizaciones de la presente invencion. El tipo A consiste en aquellos SNP en los que los alelos paternos eran los
mismos que en el haplotipo materno lll. El tipo B consiste en aquellos SNPs en los que los alelos paternos eran los
mismos que en el haplotipo materno IV.

Estos dos tipos de SNPs pueden requerir un manejo matematico ligeramente diferente. Por lo tanto, en el escenario
de Tipo A, la herencia fetal del haplotipo Ill daria lugar a la sobrerepresentacion del haplotipo 1ll, en relaciéon con el
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haplotipo IV, en el plasma materno (Figura 4A). Por ejemplo, si se mira s6lo un SNP 410 para facilitar la discusion, el
alelo A es heredado del padre, y si Hap lll es heredado de la madre, entonces el feto aportara dos alelos A a la
muestra, lo que causara una sobrerepresentacion de A. Si el feto hubiera heredado el haplotipo IV, no se veria
ninguna sobrerepresentacion, ya que el feto también seria heterocigético con Ay G en el locus.

Por otro lado, en el escenario Tipo B, la herencia fetal del haplotipo Il resultaria en una representacion igual de
haplotipo Il y haplotipo IV en plasma materno (Figura 4B). Por ejemplo, si se mira respecto a SNP 420, la herencia
de G del padre y A como parte de Hap Ill haria que el feto aportara cantidades iguales de Ay G en SNP 420, al igual
que la madre. Si el feto hubiese heredado el haplotipo IV, se observaria una sobrerrepresentacion, como se
desprende de la discusién anterior.

Las Figs. 5A y 5B muestran el anadlisis de comparacion de las cantidades relativas (por ejemplo, recuentos) de
fragmentos para cada locus y si un resultado de la comparacion es clasificar un haplotipo particular como heredado
o no. Cualquier localizacion gendémica en la que haya un SNP que se ajuste a una de estas configuraciones de
genotipo del padre y la madre (p. €j., escenarios tipo A o Tipo B) se puede utilizar para este ejemplo. A partir de los
datos de secuenciacién plasmatica materna, se puede enfocar el numero de moléculas secuenciadas
correspondientes a un alelo particular del SNP. Puede utilizarse un analisis SPRT (u otro método de comparacion)
para determinar si habia algun desequilibrio alélico entre estos alelos (Lo YMD y otros, Proc Natl Acad Sci USA
2007; 104: 13116-13121).

La FIG. 5A muestra un analisis para los SNP de tipo A. Como se muestra, para cada SNP, una comparaciéon SPRT
de las cantidades relativas (por ejemplo, como se define por un valor de separacion) con un valor de corte
proporciona una clasificacion. En una realizacion, si se alcanzé el umbral de clasificacion para SPRT, entonces se
concluyd la herencia fetal de un haplotipo materno particular. A continuacion, se puede restablecer el calculo del
analisis SPRT. Entonces, un analisis puede moverse sobre un SNP vecino que se ajusta a la configuracion de
genotipo requerida, ya sea desde la direccion telomérica a centromérica, o viceversa; y el nuevo analisis SPRT
puede comenzar con este SNP siguiente.

Por otra parte, en una realizacion, si la clasificacion para SPRT no se alcanzaba con el SNP, entonces también se
puede pasar a un SNP vecino de una manera similar, excepto que los recuentos para el siguiente SNP se pueden
agregar al anterior y que luego se puede volver a realizar SPRT. Este proceso puede continuar hasta que se haya
alcanzado el umbral de clasificacion. La FIG. 5A y la FIG. 5B ilustran el funcionamiento de este proceso para los
analisis de Tipo A y de Tipo B. En una realizacion, las clasificaciones se analizan juntas para hacer una clasificacion
total para una region. Por ejemplo, si se obtiene una clasificacion para un primer grupo de SNPs y para el siguiente
grupo de SNPs, la clasificacion de los dos puede ser comparada para ver si la clasificacion es consistente.

La FIG. 6 ilustra el efecto de cambiar la relacion de probabilidad para la clasificacion SPRT (Zhou W et al. Nat
Biotechnol 2001; 19: 78-81; Karoui NE et al. Statist Med 2006; 25: 3124-33). En general, una proporcién de
probabilidad mas baja para la clasificacion, por ejemplo, 8, puede permitir que la clasificacion se haga mas
facilmente. Esto puede resultar en un mayor nimero de regiones clasificadas dentro del genoma. Sin embargo, cabe
esperar que algunas de esas regiones se clasifiquen errébneamente. Por otra parte, una mayor probabilidad de
clasificacion, por ejemplo, 1200, so6lo puede permitir la clasificacion cuando se han puntuado mas SNPs. Esto puede
resultar en un nimero menor de regiones clasificadas dentro del genoma. Se puede esperar que el nimero y la
proporcion de regiones clasificadas erroneamente sean menores cuando se compara con situaciones en las que se
utilizaba un umbral de clasificacion mas bajo.

En una realizacion, se hace una clasificacién solamente si dos clasificaciones consecutivas de SPRT dan como
resultado el mismo haplotipo (denominado algoritmo de "dos bloques consecutivos"). En un aspecto, el algoritmo de
"dos bloques consecutivos" puede aumentar la precision de la clasificacion. En algunas realizaciones, para cualquier
tramo de secuencia, una realizacion puede realizar primero un analisis SPRT para SNPs de Tipo A, y luego hacer
otro analisis SPRT para los SNPs de Tipo B. En una realizacién, se puede considerar el escenario para un tramo de
secuencia para el cual los SNP de Tipo A y Tipo B forman dos grupos de entrelazamiento de hitos genéticos (p. ;.
SNPs). En las realizaciones que utilizan el algoritmo de "dos bloques consecutivos”, los dos bloques pueden ser de
tipos diferentes.

Los resultados de SPRT de los analisis de Tipo A y de Tipo B pueden permitir comprobar la concordancia o
discordancia en los resultados de su clasificacion. Para mejorar la precision de la clasificacion, una realizacion
("enfoque de entrelazado") sélo podria hacer una clasificacion si tanto el analisis del tipo A como el del tipo B para
una determinada regién genémica puede dar resultados coherentes. Si los dos analisis dan resultados discordantes,
se pueden ver los resultados de clasificacion de las dos regiones contiguas de clasificacion proximas a la region, una
en el extremo centromérico y la otra en el extremo telomérico. Si estas dos regiones contiguas producen resultados
concordantes, entonces se puede clasificar la primera regién como un haplotipo continuo con estas dos regiones. Si
estas dos regiones contiguas no producen resultados concordantes, entonces se puede pasar a las siguientes dos
regiones contiguas hasta que se vea la concordancia. Una variante de este tema es moverse en una sola direccion y
tomar los resultados de la clasificacion de la siguiente, o dos, o incluso mas regiones contiguas como los resultados
de la region original en cuestion. El principio general es utilizar los resultados de clasificacion de regiones gendémicas
adyacentes para confirmar los resultados de clasificacion de una region en particular.
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lll. Determinacion de los alelos paternos heredados por el feto

La FIG. 7 es un diagrama de flujo de un método 700 para determinar al menos una parte del genoma de un feto no
nacido de una mujer embarazada heredada del padre. El método 700 analiza las moléculas de acido nucleico
(fragmentos) de una muestra biolégica obtenida de la mujer embarazada para determinar el genoma del feto. La
muestra contiene una mezcla de acidos nucleicos maternos y fetales.

En la etapa 710, cada una de una pluralidad de moléculas de acido nucleico de la muestra biolégica se analiza para
identificar una localizacién de la molécula de acido nucleico en el genoma humano y para determinar un tipo de alelo
de la molécula de acido nucleico. De este modo, los genotipos de las moléculas de acido nucleico en una
localizacion particular (locus) se pueden determinar en una realizacién. Cualquiera de los métodos descritos
anteriormente y en otra parte se pueden usar para este analisis.

En la etapa 720, se determina una primera pluralidad de loci en la que el genoma paterno es heterocigético y el
genoma materno es homocigético. En una realizacion, la primera pluralidad de loci se obtiene determinando los
genomas paterno y materno. Los genomas se pueden extraer para loci gendomicos en los que el padre es
heterocigético y la madre es homocigética.

En la etapa 730, el haplotipo heredado por el feto no nacido del padre en la porciéon del genoma cubierta por la
primera pluralidad de loci se determina basado en los genotipos determinados en la primera pluralidad de loci. En
una realizacion, el alelo de cada uno de estos loci que posee el padre, pero que esta ausente en el genoma de la
madre, se busca en los datos analiticos (por ejemplo, datos de secuenciacion). La combinacion de estos alelos
indicaria los haplotipos de los cromosomas que el feto ha heredado del padre.

En ofra realizacion, si se conocen los haplotipos de cada uno de los cromosomas o las regiones cromosomicas de
interés en el genoma del padre, también se puede determinar entonces donde se ha producido la recombinacion
meidtica durante la espermatogénesis en el padre. Por lo tanto, la recombinacién meidtica paterna se observa
cuando el haplotipo de un tramo de ADN en un cromosoma paternalmente heredado difiere entre el feto y el padre.
La inclusién de tal informacién de recombinacion puede ser Util cuando los datos analiticos (por ejemplo, los datos
de secuenciacion) se usan para el diagndstico prenatal de una enfermedad genética mediante el andlisis de
ligamiento a polimorfismos genéticos.

IV. El padre y la madre son heterocigéticos para una region genémica

Las realizaciones pueden referirse a un escenario en el que el padre y la madre sean heterocigotos para una region
gendmica. Este escenario puede ser particularmente relevante en las familias en las que el padre y la madre sean
consanguineos. Cuando una enfermedad se asocia con una mutacién predominante que ha resultado de un gran
efecto fundador también puede ser relevante. En tales circunstancias, es de esperar que si el padre y la madre del
feto no nacido son ambos portadores del gen mutante, entonces el haplotipo del cromosoma que lleva la copia
mutante del gen puede ser esencialmente idéntico, a excepcion de la ocurrencia de eventos de recombinacion
meiodtica. Este tipo de analisis puede ser especialmente Util para enfermedades autosémicas recesivas tales como la
fibrosis quistica, beta-talasemia, anemia de células falciformes y enfermedad de hemoglobina E.

La FIG. 8 es un diagrama de flujo de un método 800 para determinar al menos una porcidon del genoma de un feto
no nacido en una regién en la que la madre y el padre son heterocigéticos segun las realizaciones de la presente
invencion.

En la etapa 810, se determinan una primera pluralidad de loci en la que el padre y la madre son ambos
heterocigéticos. En una realizacion, los primeros loci pueden determinarse por cualquiera de los métodos
mencionados en este documento. Por ejemplo, todas o regiones de los genomas parentales pueden secuenciarse, o
diferentes partes genotipadas para encontrar los primeros loci. Asi, cada uno de los dos haplotipos paternos y cada
uno de los dos haplotipos maternos en la primera pluralidad de loci pueden ser conocidos.

Como ejemplo, la FIG. 9 muestra haplotipos de un padre y una madre que son ambos heterocigéticos en una region
gendmica particular. Como se muestra, ambos padres tienen un gen mutante (alelo) en la region 1. Especificamente,
Hap | del padre y Hap Il de la madre tienen el gen mutante. También como se muestra, el padre y la madre pueden
tener cada uno la otra copia del cromosoma que lleva la copia de tipo salvaje del gen. Especificamente, Hap 1l del
padre y Hap IV de la madre tienen el gen de tipo salvaje. Por lo tanto, este ejemplo tiene relevancia en determinar si
un feto ha heredado un gen mutante. Los cromosomas del padre y la madre que llevan el gen de tipo salvaje tienen
un haplotipo idéntico en la vecindad inmediata del gen, pero pueden tener haplotipos divergentes mas alejados del
gen. Como este cromosoma probablemente tendria un origen ancestral diverso, este cromosoma probablemente no
tendria haplotipos idénticos entre el padre y la madre a lo largo de todo el cromosoma.

En la etapa 820, se determina una segunda pluralidad de loci en la que el padre es heterocigético, pero en el que la
madre es homocigoética. Como se muestra, la primera y segunda pluralidad de loci estan en el mismo cromosoma.
La regién 2 muestra dichos segundos loci. La region 2 se puede elegir de tal manera que el padre sea heterocigotico
para uno o mas SNPs en esta region mientras que la madre sea homocigética en esta region.
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En la etapa 830, se pueden analizar fragmentos de una muestra de la mujer embarazada para identificar una
localizacion en el genoma humano y un genotipo. La localizacién se puede usar para determinar si un fragmento
(molécula de acido nucleico) incluye uno o mas de los primeros loci o uno o mas de los segundos loci. Esta
informacion se puede utilizar para determinar el haplotipo heredado del padre y el haplotipo heredado de la madre.

En la etapa 840, cuyos dos haplotipos paternos han sido heredados por el feto, se determina analizando los
genotipos determinados de la pluralidad de moléculas de acido nucleico de la muestra bioldégica en al menos uno de
los segundos loci. Por ejemplo, los alelos de SNP que estan presentes Unicamente en el genoma del padre, pero
ausentes en el genoma de la madre, tales como el alelo T marcado con * y el marcador de alelo A por * en la Fig. 9,
se pueden buscar a partir de los datos analiticos (por ejemplo, localizacion y genotipo resultantes de la etapa 710)
de la muestra bioldgica materna. Como puede hacerse para el método 700, si el alelo T marcado con * se detecta a
partir del plasma materno, entonces significa que el haplotipo Il (Hap Il) es heredado por el feto del padre. Por el
contrario, si el alelo A marcado por * se detecta a partir de plasma materno, entonces significa que Hap | es
heredado por el feto del padre.

En la etapa 850, comparacion de las cantidades relativas de los genotipos determinados de moléculas de acido
nucleico en mas de una de la primera pluralidad de loci. En una realizacion, las cantidades en cada locus se agregan
y se comparan las cantidades relativas de los haplotipos maternos. Las cantidades relativas pueden referirse a
numeros contados, distribuciones de tamarios y cualquier otro parametro que pueda transmitir informacién sobre qué
genotipo esta en el genoma fetal en un locus particular.

En la etapa 860, basado en el haplotipo paterno determinado heredado por el feto y basado en la comparacion de
las cantidades relativas, determinacion del haplotipo heredado por el feto no nacido de la madre en la porcién del
genoma cubierta por la primera pluralidad de loci. Por lo tanto, se puede llevar a cabo un analisis RHDO (por
ejemplo, como se describid anteriormente) de SNPs en la Regién 1 a partir de los datos analiticos de la muestra
biolégica materna para determinar cual de los dos haplotipos maternos ha sido heredado por el feto tomando el
haplotipo paterno heredado por el feto en la Region 2. En una realizacién, se supone que no hay recombinacion
entre las Regiones 1y 2 cuando estas regiones se pasan de los padres al feto.

Por ejemplo, considérese el escenario cuando se ha determinado que el feto ha heredado Hap | del padre a través
del analisis de la Region 2. Entonces, la herencia fetal de Hap Ill (que es idéntica a Hap | en la Region 1) de la
madre resultara en la sobrerrepresentacion de Hap Il relativa a Hap 1V en el plasma materno. Por el contrario, si el
feto ha heredado Hap IV de la madre, entonces se observara una representacion igual de Hap Il y Hap IV en el
plasma materno.

Como otro ejemplo, considérese el escenario cuando se ha determinado que el feto ha heredado Hap Il del padre a
través del analisis de la Region 2. Entonces, la herencia fetal de Hap IV (que es idéntica a Hap Il en la Region 1) de
la madre dara lugar a la sobre-representacion de Hap IV relativa a Hap Il en el plasma materno. Por el contrario, si
el feto ha heredado Hap Il de la madre, entonces la representacion igual de Hap Ill y Hap IV se observara en el
plasma materno.

En las secciones anteriores, se ha deducido el genoma fetal y la concentracion fraccional de ADN fetal utilizando los
datos obtenidos de la secuenciacion del ADN plasmatico materno, asi como la informaciéon del genotipo de los
padres del feto. En las secciones siguientes, se describen realizaciones para deducir la concentracion fraccional de
ADN fetal y el genotipo fetal sin informacion previa de los genotipos-haplotipos maternos y paternos.

V. Determinacion de la concentracion de adn fetal fraccional

En algunas realizaciones, una etapa opcional es determinar una concentracion fraccionada del ADN fetal. En varios
aspectos, esta concentracion fraccionada puede guiar la cantidad de analisis (por ejemplo, la cantidad de
secuenciacion requerida) o permitir estimar la precision del analisis para una cantidad dada de datos (por ejemplo,
profundidad de la cobertura de la secuencia del genoma). La determinacién de la concentracion fraccional de ADN
fetal también puede ser Util para determinar un corte para determinar una clasificaciéon de qué haplotipo y/o genotipo
se heredan.

En una realizacion, la concentracion fraccionada de ADN fetal se puede determinar minando los datos analiticos (por
ejemplo, como se puede obtener en las etapas 140 y 710) para loci que son homocigéticos para el padre y para la
madre, pero con alelos diferentes. Por ejemplo, para un SNP con dos alelos, A y G; el padre puede ser AAy la
madre puede ser GG, y viceversa. Para tales loci, el feto seria un heterocigoto obligado. En el ejemplo anterior, el
genotipo fetal seria AG, y una proporcion del alelo A en la muestra materna se puede usar para determinar la
concentracion fraccionada de ADN fetal. En otra realizacion, se puede hacer un analisis estadistico para determinar
un locus donde la madre sea homocigética y el feto sea heterocigético. De esta manera, no se necesita informacion
previa sobre el genoma de la madre o el genoma paterno.

Como alternativa a la mineria de los datos analiticos, la concentracién fraccional de ADN fetal también puede
determinarse mediante otro enfoque, tal como el uso de ensayos de PCR, ensayos de PCR digital o ensayos
basados en espectrometria de masas, en un panel de marcadores genéticos polimérficos (Lun FMF et al Clin Chem
2008; 54: 1664-1672). Otra alternativa es utilizar uno o mas loci gendmicos que presentan diferente metilacion del
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ADN entre el feto y la madre (Poon LLM et al. Clin Chem 2002; 48: 35-41; Chan KCA y col. Clin Chem 2006; 52:
2211-2218; Patente de EE.UU. 6.927.028). Todavia ofra alternativa es usar una concentracion de ADN fetal
fraccionada aproximada determinada a partir de una poblacion de referencia, p. €j., a una edad gestacional similar.
Sin embargo, como la concentracion de ADN fetal fraccional podria variar de muestra a muestra, se puede esperar
que este ultimo enfoque sea menos preciso que si la concentracion se mide especificamente para la muestra que se
esta probando.

A. Determinacion de la concentracion fraccional para el heterocigoto obligatorio

En las realizaciones en las que el feto es un heterocigoto obligado, se puede determinar la concentracion
fraccionada de ADN fetal usando la siguiente serie de calculos (por ejemplo, usando secuenciacion masivamente
paralela). Sea p los recuentos del alelo fetal que esta ausente del genoma materno. Sea q los recuentos del otro
alelo, es decir, el alelo que es compartido por los genomas materno y fetal. La concentracion fraccionada de ADN
fetal se da por la siguiente ecuacion:

2p
p+q

En una implementacioén, este calculo se puede realizar sobre los datos acumulativos a través de diferentes loci
genéticos polimorficos o caracteristicas genéticas polimoérficas que cumplen la configuracion del genotipo parental
(por ejemplo, ambos progenitores son homocigoéticos, pero para alelos diferentes).

B. Determinacion basada en SNP informativos

La concentracion fraccionada de ADN fetal también puede determinarse para cualquier locus en el que la madre sea
homocigotica y el feto sea heterocigoético, y no sélo cuando la madre sea homocigética para un alelo y el padre sea
homocigoético para un alelo diferente. Ambos métodos proporcionan si un locus es informativo. La expresion "SNP
informativo" se puede usar en diferentes contextos dependiendo de qué informacién se desea. En un contexto, la
informacion es un alelo en el genoma fetal en un lugar particular que no esta presente en el genoma materno en ese
locus. Por lo tanto, el subconjunto de SNPs que la madre es homocigoto y el feto es heterocigoto puede ser referido
como "SNPs informativos" para el contexto de la determinacién de la concentracion de ADN fetal. Los casos en los
que la madre y el feto son heterocigotos, pero por lo menos un alelo diferente, también se pueden utilizar como un
SNP informativo. Sin embargo, los SNP trialélicos son relativamente poco frecuentes en el genoma.

La FIG. 10 es un diagrama de flujo que ilustra un método 1000 para determinar la concentracién fraccionada de
material fetal en una muestra materna de acuerdo con las realizaciones de la presente invencién. En la etapa 1010,
se pueden analizar fragmentos de una muestra de la mujer embarazada para identificar una localizaciéon en el
genoma humano y un tipo de alelo (que puede conducir a una determinacion del genotipo en la localizacion). En una
realizacion, los fragmentos se analizan secuenciando una pluralidad de moléculas de acido nucleico a partir de la
muestra bioldgica obtenida de la mujer embarazada. En otras realizaciones, se puede usar PCR en tiempo real o
PCR digital.

En la etapa 1020, se determina que uno o mas primeros loci son informativos. En algunas realizaciones, el genoma
materno es homocigoético, pero se detecta un alelo no materno en la muestra en un locus informativo. En una
realizacion, el genoma fetal es heterocigotico en cada primer loci y el genoma materno es homocigético en cada
primer loci. Por ejemplo, el genoma fetal puede tener un primer y segundo alelo respectivos (p. €j., TA) en un primer
locus, y el genoma materno puede tener dos del respectivo segundo alelo (p. ej., AA) en el primer locus. Sin
embargo, tales loci pueden no ser conocidos a priori, por ejemplo, en situaciones en las que el feto no es un
heterocigotado obligado.

En una realizacién para determinar un locus informativo, se consideran los SNPs en los que la madre es
homocigodtica. Para los SNPs que la madre es homocigética, el feto es homocigético para el mismo alelo o es
heterozigético. Por ejemplo, si un SNP es polimoérfico para Ay T, y la madre tiene un genotipo de AA, el genotipo del
feto es AA o TA. En este caso, la presencia del alelo T en la muestra de plasma materno indicaria que el genotipo
fetal es TA en lugar de AA. Ciertas realizaciones pueden dirigir cuanto de una presencia del alelo T indica un
genotipo de TA calculando un corte necesario, como se describe a continuacion.

En la etapa 1030, para al menos uno de los primeros loci, se determina un primer nimero p de recuentos del primer
alelo respectivo y un segundo nimero q de recuentos del segundo alelo respectivo. En una realizacion, los
recuentos de los alelos fetales especificos (el alelo T) y los alelos compartidos (el alelo A) en el plasma materno se
pueden determinar mediante una variedad de métodos, por ejemplo, pero sin limitarse a PCR en tiempo real, PCR
digital y secuenciacién masiva paralela.

En la etapa 1040, la concentracion fraccional se calcula sobre la base del primer y segundo nimeros. En una
realizacion, en una mujer embarazada con genotipo AA y el genotipo de su feto TA, la concentracion fraccional de
ADN fetal (f) se puede calcular usando la ecuacion: f = 2 x p/(p + q), donde p representa el recuento para el alelo
fetal especifico (alelo T) y q representa los recuentos para el alelo compartido por la madre y el feto (alelo A).

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 628 874 T3

En otra realizaciéon, mediante el uso de SNPs informativos multiples, la concentracién fraccionada de ADN fetal en el
plasma materno se puede estimar con mayor precision. Para el uso de los recuentos de alelos de SNPs muiltiples
(un total de n SNPs), la concentracion fraccional de ADN fetal (f) se puede calcular usando la ecuacion

n

_ il 2p,
> (pi+q,)

dénde p; representa los recuentos para el alelo fetal-especifico para el SNP; informativo; g; representa los recuentos
para el alelo compartido por la madre y el feto para el SNP; informativo; y n representa el nimero total de SNP
informativos. El uso de los recuentos de alelos de SNPs muiltiples puede aumentar la precision de la estimacion de la
concentracion de ADN fetal fraccionada.

f

C. Concentracion fraccional sin informacion genética explicita de los padres

Se describe ahora un método para determinar la concentracién fraccional de ADN fetal en una muestra de plasma
materno que no requiere informacién previa con respecto a los genotipos del feto y la madre. En una realizacion, la
identificacion de SNP informativos se realiza a partir de los recuentos de diferentes alelos en estos loci SNP en
plasma materno. De este modo, se puede usar el método 1000, junto con la determinacion de los SNP informativos
basandose en las realizaciones descritas a continuacion. En primer lugar, se proporciona una descripcion de las
probabilidades para ayudar a comprender un calculo de un corte que se utiliza para identificar SNP informativos.

En una realizacion, la probabilidad de detectar el alelo fetal especifico sigue la distribucion de Poisson. La
probabilidad (P) de detectar el alelo fetal especifico se puede calcular usando la siguiente ecuacion: P = 1-exp (-f x
N-2), donde f representa la concentracion fraccional de ADN fetal en la muestra de plasma materno, N representa el
numero total de moléculas correspondientes a este locus SNP particular; y exp () representa la funcién exponencial.
En un aspecto, P se puede considerar una distribucion esperada ya que no es una distribucion resultante de medir
una cantidad de moléculas a través de muchas muestras. En otras realizaciones, pueden usarse oftras
distribuciones.

Suponiendo que la concentracion fraccional de ADN fetal es del 5% (un valor tipico para el primer trimestre de
embarazo) y que se analizan 100 moléculas (maternas + fetales) correspondientes a este locus SNP (equivalente a
la cantidad contenida en 50 genomas diploides), la probabilidad de detectar el alelo fetal especifico (el alelo T) es 1-
exp (-0,05 x 100/2) = 0,92. La probabilidad de detectar el alelo fetal especifico aumentaria con la concentracion
fraccionada de ADN fetal y el nimero de moléculas que se analizan para el locus SNP. Por ejemplo, si la
concentracion fetal de ADN es del 10% y se analizan 100 moléculas, la probabilidad de detectar el alelo fetal
especifico es 0,99.

Por lo tanto, en un locus de SNP para el cual la madre es homocigética, la presencia de un alelo diferente del
materno en el plasma materno puede indicar que el SNP es "informativo" para el calculo de la concentracion
fraccional de ADN fetal. La probabilidad de que falte cualquier SNP informativo puede depender del nimero de
moléculas analizadas. En otras palabras, para cualquier confianza deseada de detectar los SNP informativos, el
numero de moléculas que necesita ser analizado para obtener una precision deseada se puede calcular de acuerdo
con la funcién de probabilidad de Poisson.

Utilizando el analisis anterior, algunas realizaciones pueden determinar si un locus es informativo o no cuando no se
conoce el genotipo de la madre. En una realizacion, se identifican loci en los que se detectan dos alelos diferentes
en la muestra de plasma materno. Por ejemplo, para un locus SNP con dos alelos posibles Ay T, tanto el alelo A
como el alelo T se detectan en el plasma materno.

La FIG. 11 es un diagrama de flujo de un método 1100 para determinar si un locus es informativo segun las
realizaciones de la presente invencién. En una realizacion, el método 1100 puede usarse para implementar la etapa
1020 del método 1000. En otra realizacion, una etapa del método 1100 es determinar un valor de corte basado en
una distribucion estadistica y otro utiliza el valor de corte para determinar si un locus (SNP) es informativo.

En la etapa 1110, se determina un valor de corte para un nimero de recuentos previstos del primer alelo respectivo
en el locus especifico. En una implementacion, el valor de corte predice si el genoma materno es homocigético y el
genoma fetal es heterocigotico. En una realizacion, el valor de corte se determina basandose en una distribucion
estadistica del nimero de cuentas para diferentes combinaciones de homocigosidad y heterozigosidad en el locus
especifico. Por ejemplo, se puede predecir una distribuciéon de frecuencia alélica utilizando la funcion de distribucion
de Poisson.

En la etapa 1120, sobre la base de un analisis de las moléculas de acido nucleico de la muestra materna (por
ejemplo, desde la etapa 1010), se detectan un primer alelo y un segundo alelo en el locus. Por ejemplo, un conjunto
de fragmentos podria ser asignado al locus que se analiza y ser detectado el primer alelo o el segundo alelo. El
primer alelo puede corresponder a uno de los respectivos primeros alelos de la etapa 1020, y el segundo alelo
puede corresponder a uno de los respectivos segundos alelos. En una realizacién, si no se detectan dos alelos
diferentes, entonces se sabe que el locus no es informativo.
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En la etapa 1130, se determina un nimero de cuentas reales del primer alelo respectivo en el locus basado en el
analisis de las moléculas de acido nucleico. Por ejemplo, se pueden contar los resultados de secuenciacion de la
pluralidad de moléculas de acido nucleico para determinar el nimero de veces que un fragmento que tiene un
genotipo del primer alelo esta mapeado al locus.

En la etapa 1140, el locus se identifica como uno de los primeros loci basandose en una comparaciéon del nimero de
cuentas reales con el valor de corte. En un aspecto, se puede utilizar un valor de corte para diferenciar entre tres
posibilidades: (a) la madre es homocigética (AA) y el feto es heterocigético (AT); (B) la madre es heterocigética (AT)
y el feto es heterocigoético (AT); y (c) la madre es heterocigotica (AT) y el feto es homocigético para (AA) o (TT). A
titulo ilustrativo, los ejemplos siguientes asumen que el genotipo fetal es AA en el escenario (c). Sin embargo, el
calculo seria el mismo si el genotipo del feto fuera TT. Un locus informativo tendria la posibilidad (a).

En una realizacion, el locus se identifica como uno de los primeros loci cuando el nimero de cuentas reales es
menor que el valor de corte. En otra realizacion, también se puede usar un umbral inferior para asegurarse de que
no se produjo un mapeado no esencial.

La realizacion para determinar el corte se describe ahora. Basandose en la concentraciéon de ADN fetal fraccional
fisioldgicamente posible (esta informacion esta disponible a partir de estudios previos) y el niumero total de
moléculas correspondientes al locus SNP, la distribucion de los recuentos alélicos puede predecirse para los tres
posibles escenarios anteriores. Basandose en la distribucion prevista, se puede determinar un valor de corte para
interpretar los conteos alélicos observados en el plasma materno para determinar si un SNP es "informativo" (es
decir, el escenario (a)) o no.

La concentracion fraccional de ADN fetal oscila tipicamente entre el 5% y el 20% en el inicio del embarazo y oscila
entre el 10% y el 35% en el final del embarazo (Lun et al., Micro fluidics digital PCR reveals a higher than expected
fraction of fetal DNA in maternal plasma. Clin Chem 2008; 54: 1664-72). Por tanto, en una realizacion, se
determinaron las distribuciones previstas de los recuentos alélicos para una concentracion fraccional de 5% y 20%
de ADN fetal.

La FIG. 12A muestra la distribucion prevista de los recuentos para el alelo T (el alelo menos abundante en los
escenarios (a) y (c)) para los tres escenarios con una concentracién de ADN fetal fraccional de 20%. La FIG. 12B
muestra la distribucion prevista de los recuentos para el alelo T (el alelo menos abundante para los escenarios (a) y
(c)) para los tres escenarios con la suposicion de 5% de ADN fetal. En ambos modelos predichos, se supone que un
total de 200 moléculas se analizaron para el locus SNP.

Usando la presencia de 40 recuentos del alelo menos abundante (el alelo T) como corte, las tres posibilidades
pueden ser discriminadas estadisticamente. En otras palabras, para cualquier locus SNP con dos alelos detectados
en el plasma materno y con un total de 200 moléculas analizadas, si la frecuencia alélica del alelo menor (el alelo
menos abundante) es menor de 40, el locus SNP puede ser considerado "informativo". Para las concentraciones
fraccionales de ADN fetal del 5% y del 20%, la diferenciacion de SNPs "informativos" (escenario (a)) de los SNPs
para los cuales la madre es heterocigética (los escenarios (b) y (c)) seria 100% exacta.

En la practica, el nimero total de moléculas detectadas puede ser diferente para diferentes SNPs. Para cada locus
SNP, se puede construir una curva de distribucion especifica prevista teniendo en cuenta el niumero total de
moléculas detectadas en la muestra de plasma materno que cubre el locus SNP. En otras palabras, el recuento de
corte para determinar si un SNP es informativo o no puede variar entre SNPs y depende del numero de veces que el
locus SNP ha sido contado.

La siguiente tabla muestra los recuentos de alelos de tres loci SNP en plasma materno para una muestra de plasma
materno que fue secuenciada. Para cada uno de los tres SNPs, se detectan dos alelos diferentes en la muestra de
plasma materno. El nimero total de recuentos detectados en el plasma materno correspondiente a estos tres SNP
es diferente.

Locus SNP SNP id Alelo (recuentos) Alelo (recuentos) Total no. de recuentos
1. rs3107146 A (10) G (163) 173
2. rs7522344 G (9) T(112) 121
3. rs2272908 A (72) G (62) 134

Las distribuciones previstas para los recuentos del alelo menos abundante para una concentracién fraccionada de
ADN fetal del 20% y los diferentes conteos totales de moléculas correspondientes a un SNP se muestran en las
Figs. 13A, 13B y 14. Las distribuciones predichas se obtuvieron usando una concentracion fetal de ADN supuesta
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del 20%, ya que esto representa el limite mas alto de concentracion de ADN fetal en el primer trimestre. Cuanto
mayor es la concentracion de ADN fetal, mas se espera que se superponga entre las curvas de distribucion del alelo
menor para el cual la madre es homocigética para el alelo principal contra aquella cuando la madre es
heterocigética. Por lo tanto, es mas especifico para derivar los puntos de corte para el menor numero de alelos
utilizando una mayor concentracion de ADN fetal para la prediccion de SNP informativos.

La FIG. 13A muestra una distribucion predicha para los recuentos del alelo menos abundante con un numero total
de 173 moléculas y una concentracion fraccionada de ADN fetal del 20%. En una realizacion, basandose en esta
distribucién, un criterio de corte de menos de 40 para los recuentos del alelo menos abundante puede ser adecuado
para identificar los SNP informativos. Como los recuentos para el alelo A son 10, el locus SNP no. 1 se considera
"informativo" para el calculo de la concentracion fraccionada de ADN fetal.

La FIG. 13B muestra una distribucion predicha para los recuentos del alelo menos abundante con un numero total
de 121 moléculas y una concentracion fraccionada de ADN fetal del 20%. En una realizacion, basandose en esta
distribucién, un valor de corte inferior a 26 para los recuentos del alelo menos abundante puede ser adecuado para
identificar los SNP informativos. Como el nimero de recuentos para el alelo T es 9, el locus SNP no. 2 se considera
"informativo" para el calculo de la concentracion fraccionada de ADN fetal.

La FIG. 12 muestra una distribuciéon predicha para los recuentos del alelo menos abundante con un nimero total de
134 moléculas y una concentracion fraccionada de ADN fetal del 20%. En una realizacién, basandose en esta
distribucién, un valor de corte inferior a 25 para los recuentos del alelo menos abundante puede ser adecuado para
identificar los SNP informativos. Como el nimero de recuentos para el alelo T es 62, el locus SNP no. 3 se considera
como "no informativo" y no se usaria para el calculo de la concentracion fraccional de ADN fetal.

En algunas realizaciones, usando la ecuacion f = 2 x p/(p + q), la concentracion fraccional de ADN fetal se puede
calcular usando los recuentos de alelos para SNP 1y 2 y combinados. Los resultados se muestran a continuacion.

Calculo basado en el locus SNP Concentracion fraccional de ADN fetal
1. 10 X 2-(10 + 163) = 11,6%

2. 9X2-(9+112) = 14,9%

1.y2 (10+9) x 2-(10 + 9 + 163 + 112) = 12,9%

D. Determinacion de la Cobertura Profunda del Genoma Fetal

Ademas de obtener una concentracion fraccionada, las realizaciones pueden determinar un porcentaje de cobertura
del genoma fetal que el procedimiento analitico (por ejemplo, la secuenciacion) en la etapa 1010 ha logrado. En
algunas realizaciones, pueden utilizarse loci informativos para determinar el porcentaje de cobertura. Por ejemplo, se
puede usar cualquiera de los ejemplos anteriores. En una realizacion, pueden usarse los loci en los que el feto es un
heterocigoto obligado. En otra realizacion, se pueden usar los loci en los que se determina que el feto es
heterocigético y la madre es homocigética (por ejemplo, usando el método 1100).

Los fragmentos que se han asignado a los loci informativos se pueden utilizar para determinar una proporcion de la
cobertura. En una realizaciéon, se determina una proporcion de loci de la primera pluralidad de loci en la que se
detecta un primer alelo respectivo a partir de los resultados de la secuenciacion. Por ejemplo, si el feto es TA en un
locus y la madre es AA en el locus, entonces el alelo T debe ser detectado en los resultados de secuenciacion si ese
locus ha sido secuenciado. Por lo tanto, la proporcion del genoma fetal que se ha secuenciado a partir de la muestra
biolégica se puede calcular sobre la base de esta proporcion. En una realizacion, la proporcion de los primeros loci
donde se ve el alelo fetal especifico puede tomarse como el porcentaje de cobertura del genoma fetal. En otras
realizaciones, la proporcion puede ser modificada en base a donde estan los loci. Por ejemplo, se puede determinar
un porcentaje de cobertura para cada cromosoma. Como otro ejemplo, el porcentaje se puede estimar en menos
que la proporcion si los primeros loci no forman una buena representacion del genoma. Como otro ejemplo, puede
proporcionarse un intervalo en el que la proporcién es un extremo del intervalo. Mientras que un alto porcentaje, es
decir, aproximandose al 100%, significa una cobertura cercana a completa del genoma fetal, la mayoria de las
enfermedades genéticas pueden diagnosticarse con una cobertura mucho menor que 100%, p. ej. 80%, o 50%, o
menos.

VL. Sin informacion previa del genoma materno y paterno

En las secciones anteriores, algunas realizaciones han determinado un mapa genético de un feto (o una porcion de
un genoma fetal) cuando se conocen los haplotipos de la madre y los genotipos del padre. Otras realizaciones han
demostrado que la concentracion fraccionada de ADN fetal puede determinarse analizando el ADN plasmatico
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materno sin conocimiento previo sobre los genotipos de la madre, el padre o el feto. En aun otras realizaciones, se
describe adicionalmente un método para determinar el mapa genético de un feto (o una porcion de un genoma fetal)
usando el analisis RHDO sin informacion previa de los genotipos/haplotipos maternos y paternos.

En una realizacion, se utiliza la informacién de haplotipos de referencia (por ejemplo, comunes o conocidos) de la
poblacion a la que pertenecen los padres. Esta informacion se puede utilizar para deducir los haplotipos maternos y
paternos. Un ejemplo se utiliza para ilustrar el principio de este método. La informacion relativa a tales haplotipos de
referencia puede obtenerse, por ejemplo, en el sitio web del Proyecto Internacional HapMap
(hapmap.ncbi.nim.nih.gov/).

Como parte de un ejemplo ilustrativo, se supone que hay tres haplotipos de referencia (Hap A, Hap B y Hap C como
se muestra en la Figura 15A) que estan presentes en la poblacion. Cada uno de estos tres haplotipos consta de 14
loci SNP vy, para cada locus, hay dos posibles alelos. En este ejemplo, el padre posee Hap B y Hap C mientras que
la madre posee Hap A y Hap B, como se muestra en la FIG. 15B. Este ejemplo supone que el feto hereda Hap A de
la madre y Hap C del padre. Por lo tanto, el feto posee Hap Ay Hap C, como se muestra en la FIG. 15B.

La FIG. 16 es un diagrama de flujo de un método 1600 para determinar al menos parte de un genoma fetal cuando
se conoce un conjunto de haplotipos de referencia, pero los haplotipos parentales no se conocen, segun las
realizaciones de la presente invencion.

En la etapa 1610, la muestra materna se puede analizar para identificar los SNPs en los que la madre es
homocigotica y el feto es heterocigoético. Este analisis puede hacerse de una manera similar a la determinacion de si
un locus es informativo, como se ha descrito anteriormente. De este modo, en una realizacion, pueden usarse los
métodos 1000 y/o 1100. En ofras realizaciones descritas anteriormente, los genomas materno y paterno pueden
analizarse para determinar la informacioén para realizar la cartografia del genoma fetal.

La FIG. 17 muestra un ejemplo de determinacién de loci informativos a partir del analisis de fragmentos de ADN de
una muestra materna. Para cada uno de los 14 loci, se determinan los recuentos de los dos alelos para cada locus.
Los recuentos de estos alelos se pueden determinar, por ejemplo, pero no se limitan a, la utilizacién de PCR en
tiempo real, PCR digital y la secuenciacién masivamente paralela. Para cada uno de estos loci, se detectaron dos
alelos diferentes en el plasma materno. En contraste con los SNPs en los que la madre es heterocigética, la
proporcion de los dos alelos seria significativamente diferente. El alelo especifico del feto (el alelo que el feto hereda
del padre) seria mucho menos abundante en comparacion con el alelo materno. Los loci informativos 1710 estan
marcados en la FIG. 17.

En la etapa 1620, se deducen uno o mas alelos del haplotipo paterno heredado por el feto. En una realizacion, cada
uno de los loci 1710 puede usarse para determinar el haplotipo paterno heredado. Por ejemplo, el alelo paterno que
el feto ha heredado puede ser identificado como el alelo fetal-especifico para los loci 1720 porque el alelo fetal-
especifico es un alelo que es mucho menos abundante que el alelo materno en la muestra materna.

En la etapa 1630, los alelos paternos se comparan con los haplotipos de referencia para determinar el haplotipo
heredado del padre. En ciertas realizaciones, se pueden deducir una serie de posibles haplotipos fetales, cada uno
con su propia probabilidad. Uno o mas de los haplotipos fetales mas probables se pueden utilizar para el analisis
subsiguiente, o para el diagndstico clinico.

En el ejemplo mostrado en la FIG. 18, hay tres posibles haplotipos (Hap A, Hap B y Hap C) en la poblacién. A partir
del analisis de plasma materno, cuatro SNPs han sido identificados como homocigotos para la madre y
heterocigotos para el feto, representando asi los alelos paternos que el feto hereda. Los genotipos en estos cuatro
SNPs encajan en el patron de Hap C. Por lo tanto, el feto ha heredado Hap C del padre, como se muestra en la FIG.
19. En otras palabras, para todos los SNP dentro del mismo bloque de haplotipos, se pueden deducir los alelos
paternos que el feto ha heredado.

En la etapa 1640, los loci (p. €j., SNPs) en los que la madre es heterocigética pueden determinarse. En una
realizacion, el analisis de la muestra materna puede proporcionar SNPs que la madre es heterocigoética. Por ejemplo,
en cada uno de estos SNPs, se pueden detectar dos alelos diferentes en el plasma materno. En contraste con los
SNPs que la madre es homocigotica y el feto es heterocigoético, que el alelo fetal especifico sélo aporta una pequefia
proporcion de los alelos totales en el plasma materno, los recuentos de los dos alelos serian similares para los SNPs
donde la madre es heterocigética. Por lo tanto, el genotipo materno completo para todos los loci SNP dentro del
bloque haplotipo podria determinarse a partir de analisis de plasma materno, por ejemplo, como se muestra en la
FIG. 20.

En la etapa 1650, los haplotipos maternos se deducen de los genotipos maternos de la etapa 1640 comparando los
genotipos en los loci con la informacion de haplotipo de la poblacion relevante. La FIG. 21 muestra una realizacion
para determinar los haplotipos maternos de los genotipos maternos y los haplotipos de referencia. En el ejemplo que
se utiliza, la madre es homocigética para el alelo G en el tercer locus SNP. Como sélo Hap A y Hap B cumplen este
criterio, esto indica que la madre tiene una de las tres combinaciones de haplotipos, a saber Hap A-HapA, Hap A-
Hap B o Hap B-HapB. Ademas, como la madre es heterocigotica para A y C para el primer SNP, se puede deducir
que la madre tiene la combinacion de haplotipo de Hap A-Hap B. En una realizacion, podria resultar mas de una
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posibilidad, y cada posibilidad podria ser probada en el paso siguiente. A partir de los analisis anteriores, se han
determinado los haplotipos de la madre y el haplotipo que el feto hereda del padre. La FIG. 22 muestra los
haplotipos maternos determinados y el haplotipo heredado paternalmente.

En la etapa 1660, el haplotipo materno heredado por el feto se determina a partir de los haplotipos maternos
identificados en la etapa 1650 y el haplotipo heredado paternalmente identificado en la etapa 1630. Utilizando esta
informacién, una realizaciéon puede usar el analisis RHDO para determinar qué haplotipo materno se transmite al
feto. Se puede realizar un analisis RHDO de acuerdo con cualquiera de las realizaciones descritas en la presente
memoria.

En una realizacion, para el analisis RHDO, los SNPs en los que la madre es heterocigotica pueden dividirse en dos
tipos, a saber, tipo alfa y tipo beta (por ejemplo, como se muestra en la Figura 23 y como se ha descrito
anteriormente). Los SNP de tipo alfa se refieren a aquellos loci en los que el alelo paterno que pasa al feto es
idéntico al alelo materno localizado en Hap A. Para los SNP de tipo alfa, si el feto hereda Hap A de la madre, el alelo
de Hap A estaria sobrerrepresentado en el plasma materno. Por otra parte, si el feto hereda Hap B de la madre, los
dos alelos maternos estarian igualmente representados en el plasma materno.

Los SNPs de tipo beta se refieren a aquellos loci en los que el alelo paterno que pasé al feto es idéntico al alelo
materno localizado en Hap B. Para los SNPs tipo beta, si el feto hereda Hap B de la madre, el alelo en Hap B estaria
sobrerepresentado en el plasma materno. Sin embargo, si el feto hereda Hap A de la madre, los dos alelos maternos
estarian igualmente representados en el plasma materno. La posible sobrerrepresentacion de los alelos Hap A o
Hap B puede determinarse usando el analisis RHDO.

En algunas realizaciones, para aplicar el analisis de RHDO en una regién particular sin informacion previa de los
haplotipos maternos y genotipos paternos, se puede requerir una cobertura de los SNPs relativamente alta en el
blogue de haplotipos, por ejemplo, 200 moléculas correspondientes a un locus SNP pueden necesitar ser analizadas
en una realizacion. Esta informacion se puede obtener, por ejemplo, pero sin limitarse a, de PCR en tiempo real,
PCR digital y secuenciacion masivamente paralela. En una realizacion, puede utilizarse la secuenciacion dirigida
(por ejemplo, mediante una combinacién de enriquecimiento diana y secuenciacidon masivamente paralela) para
obtener una informacién cuantitativa representativa y no sesgada de diferentes alelos dentro de la region diana. Un
ejemplo a continuacion describe la secuenciacion dirigida. Por lo tanto, este analisis RHDO puede aplicarse a los
datos de secuenciacion dirigida del ADN plasmatico materno para determinar qué alelos -haplotipo maternos se
transmiten al feto sin informacion previa con respecto a los genotipos-haplotipos parentales.

VII. Deteccion de mutacion de novo

Algunas realizaciones pueden detectar una mutacién que el feto ha adquirido. Una mutacion de novo es una
mutacion que no es llevada por el padre o la madre, sino que se produce, por ejemplo, durante la gametogénesis del
padre o de la madre o de ambos. Dicha deteccién tiene utilidad clinica porque las mutaciones de novo desempefian
un papel significativo en la produccion de una serie de enfermedades genéticas, p. ej. la hemofiia A y la
acondroplasia.

La FIG. 24 es un diagrama de flujo que ilustra un método 2400 de identificacion de una mutacion de novo en el
genoma de un feto no nacido de una mujer embarazada. El feto tiene un padre y una madre que es la mujer
embarazada, y el padre tiene un genoma paterno con dos haplotipos y la madre tiene un genoma materno con dos
haplotipos, comprendiendo el método:

En la etapa 2410, se secuencian una pluralidad de moléculas de acido nucleico de una muestra biolégica obtenida
de la mujer embarazada. Obsérvese que la muestra contiene una mezcla de acidos nucleicos maternos y fetales.

En la etapa 2420, se identifica una localizaciéon de cada una de la molécula de acido nucleico secuenciada en el
genoma humano. En una realizacion, la asignaciéon de las secuencias puede realizarse mediante secuenciacion de
extremo unico o de extremo pareado. En un aspecto, una asignacién al genoma humano para encontrar una
ubicacién no requiere una coincidencia exacta de cada uno de los nucleétidos para una localizacién que se
encuentra.

En la etapa 2430, para cada una de al menos una parte de los lugares, se determinan una secuencia materna y una
secuencia paterna en el lugar en cuestion. Por ejemplo, si se determinan 100 lugares en el paso 2420, entonces se
pueden determinar los genomas materno y paterno en estas 100 ubicaciones. En una realizacion, las secuencias
paternas se determinan a partir de una muestra del padre en lugar de usar haplotipos de referencia como se ha
descrito anteriormente. Por lo tanto, todavia podria ser detectada una mutaciéon no en un genoma de referencia. En
diversas realizaciones, las secuencias maternas pueden obtenerse a partir de una muestra que solo incluye ADN
materno, o también puede obtenerse a partir de la muestra bioldgica, por ejemplo, utilizando métodos descritos en la
presente memoria.

En la etapa 2440, se identifica una primera secuencia en la pluralidad de moléculas de acido nucleico que no esta
presente en las secuencias maternas o paternas determinadas. En una realizacién, una comparacién de la primera
secuencia con las secuencias maternas o paternas determinadas requiere una coincidencia exacta. Por lo tanto, si el
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resultado no es exacto, entonces se considera que la primera secuencia no esta presente en las secuencias
maternas o paternas determinadas. De esta manera, se pueden identificar incluso ligeras mutaciones de novo ya
que una mutacion de novo puede ser sélo un cambio de nucleétido Unico. En otra realizacién, se requiere cierto
numero de fragmentos de ADN que muestran la secuencia no materna y no paterna para que la secuencia se
considere como una mutacion de novo. Por ejemplo, se podria usar un corte de 3 fragmentos de ADN para
determinar si una secuencia, es decir, la mutacién de novo, esta presente o no.

En la etapa 2450, se determina una primera concentracién fraccionada de la primera secuencia en la muestra
bioldgica. Por ejemplo, el numero de fragmentos de ADN que exhiben la primera secuencia podria expresarse como
una proporcion de todos los fragmentos de ADN detectados desde ese locus.

En la etapa 2460, se determina una segunda concentracion fraccionada de acidos nucleicos fetales en la muestra
biolégica usando una molécula de acido nucleico que el feto ha heredado de su padre y que esta presente en el
genoma paterno pero que no esta presente en el genoma materno. Dicha molécula de acido nucleico puede
contener un primer alelo en un lugar donde el padre es homocigoético y la madre es también homocigética, pero para
un alelo diferente, y por lo tanto el feto es un heterocigoto obligado. Pueden usarse loci informativos como se ha
descrito anteriormente para determinar la molécula de acido nucleico a utilizar para determinar la segunda
concentracion fraccionada.

En otras realizaciones, la segunda concentracion fraccional puede determinarse usando otros enfoques, tales como
el uso de ensayos de PCR, ensayos de PCR digital o ensayos basados en espectrometria de masas, en el
cromosoma Y, un panel de polimorfismos genéticos, es decir, polimorfismos de un solo nucleétido, o polimorfismos
de insercion-delecion (Lun FMF et al Clin Chem 2008; 54: 1664-1672). Otra alternativa es utilizar uno o mas loci
gendémicos que presentan diferente metilacion del ADN entre el feto y la madre (Poon LLM et al. Clin Chem 2002;
48: 35-41; Chan KCA y col. Clin Chem 2006; 52: 2211-2218; Patente de EE.UU. 6.927.028).

En una realizacion, el diferente estado epigenético se refleja mediante diferentes patrones de metilacion del ADN.
Los diferentes patrones de metilacion del ADN pueden implicar la familia de dominios de asociacion RAS 1A
(RASSF1A) o la holocarboxilasa sintetasa gen de la (biotina-(propionil-Coenzima A-carboxilasa (hidrolizante de
ATP))ligasa (HLCS). La cantidad de fragmentos de ADN con el perfil de metilacién del ADN fetal especifico puede
expresarse como una proporcion de todos los fragmentos de ADN que se originan del locus diferencialmente
metilado.

En la etapa 2470, la primera secuencia se clasifica como una mutaciéon de novo si la primera y segunda
concentraciones fraccionales son aproximadamente iguales. Una secuencia no materna y no paterna que se origina
a partir de errores en el proceso de analisis, p. €j. la secuenciacion de errores, es un evento aleatorio y tiene una
baja probabilidad de recurrencia. Por lo tanto, es probable que multiples fragmentos de ADN que exhiben la misma
secuencia no materna y no paterna a cantidades similares a la concentracion de ADN fetal fraccional medida para la
muestra sean una mutacion de novo presente en el genoma fetal en lugar de surgir del error de secuenciacion. En
una realizacién, se puede usar un valor de corte para determinar si las concentraciones fraccionadas son las
mismas. Por ejemplo, si las concentraciones estan dentro de un valor especificado entre si, entonces la primera
secuencia se clasifica como una mutacién de novo. En diversas realizaciones, el valor especificado puede ser 5%,
10% o 15%.

Ejemplos
I. Ejemplo 1

Para ilustrar las realizaciones de la presente invencion, se analizé el siguiente caso. Se recluté a una pareja que
asistia a una clinica de obstetricia para el diagndstico prenatal de beta-talasemia. El padre era un portador de la
delecion de los pares de bases -CTTT4 de los codones 41/42 del gen de la beta-globina humana. La madre
embarazada era portadora de la mutaciéon A — G en el nucleétido -28 del gen de la beta-globina humana. Se
tomaron muestras de sangre del padre y la madre. Para la madre, la muestra de sangre se tomo antes de muestreo
de vellosidades coridnicas (CVS) a las 12 semanas de gestacion. Después de CVS, se almacené una porcion para
el experimento. Un objetivo del experimento era construir un mapa genético de todo el genoma o determinar la
secuencia genomica parcial o completa del feto mediante la secuenciacion masivamente paralela del ADN
plasmatico materno.

1. Determinacion de los genotipos parentales

Se extrajo el ADN de la capa leucocitaria del padre y la madre, y de la muestra CVS. Estas muestras de ADN se
sometieron a analisis por el sistema Affymetrix Genome-Wide Human SNP Array 6.0. Este sistema cuenta con 1,8
millones de marcadores genéticos, incluyendo ~900.000 polimorfismos de nucleétido Unico (SNPs) y mas de
~950.000 sondas para la deteccion de variaciones de nimero de copias. El nimero absoluto y los porcentajes de
SNP que muestran diferentes combinaciones de genotipo para el padre, la madre y el feto (CVS) se muestran en la
tabla de la FIG. 25A.

Aunque se utilizo el sistema Affymetrix en este ejemplo, en la practica, cualquier plataforma de genotipificacion
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conocida por los expertos en la técnica podria ser utilizada. De hecho, aparte del genotipado, el ADN de la capa
leucocitica del padre y la madre también puede someterse a secuenciacion, ya sea sobre una base de genoma
completo o para regiones gendémicas seleccionadas. Ademas, se podria usar cualquier fuente de ADN constitucional
(por ejemplo, ADN de células bucales, ADN de foliculo piloso, etc.) del padre y la madre estableciendo los genotipos
parentales.

La muestra CVS se analizé para proporcionar un estandar para la comparacion con el mapa genético fetal deducido
del analisis de plasma materno. Ademas, para este experimento, el genotipo de la muestra CVS también puede
usarse para construir el haplotipo de la madre para el analisis RHDO. En este escenario, el uso del genotipo CVS
para este propésito de construccion de haplotipos sélo se utilizé con fines ilustrativos. En una aplicacién clinica de
las realizaciones, el haplotipo materno puede ser construido a través del analisis de otros individuos de la familia, por
ejemplo, un descendiente anterior, un hermano, los padres u otros familiares de la madre. Los haplotipos maternos
de las regiones cromosoémicas de interés también pueden construirse por otros métodos bien conocidos por los
expertos en la técnica, algunos de los cuales se mencionan en este documento.

Para realizaciones seleccionadas, también se pudo determinar el haplotipo del padre del feto no nacido a analizar.
Esta informacion puede ser particularmente util para la dosificacion relativa de haplotipos para regiones
cromosomicas en las que tanto el padre como la madre son heterocigotos.

2. Secuencia masiva paralela del ADN plasmatico materno

El ADN plasmatico obtenido de la madre se sometié a secuenciacion masiva paralela utilizando la plataforma
lllumina Genome Analyzer. Se realizé la secuenciacion en pares de las moléculas de ADN plasmatico. Cada
molécula se secuencié en cada extremo para 50 pb, totalizando asi 100 pb por molécula. Los dos extremos de cada
secuencia se alinearon con el genoma humano repetido-no enmascarado (Hg18 NCBI.36 descargado de UCSC
http://genome.ucsc.edu) utilizando el programa SOAP2 del Beijing Genomics Institute de Shenzhen
(soap.genomics.org.cn) (Li R et al. Bioinformatics 2009, 25 (15): 1966-7) La tabla, FIG. 25B, enumera las
estadisticas de alineacion de las primeras 20 celdas de flujo. Asi, con 20 células de flujo, mas de 3.932 millones de
lecturas se alinearon con el genoma humano de referencia.

3. Calculo de las concentraciones fraccionales de ADN fetal

Como se menciond anteriormente, la concentracion fraccionada de ADN fetal en la muestra de plasma materno se
puede calcular a partir de los datos de secuenciacion. Una forma era analizar los SNPs en los que el padre y la
madre eran homocigoticos, pero para diferentes alelos entre si. Para tales SNPs, el feto seria un heterocigoto
obligado para un alelo paternalmente heredado y uno heredado de madre. En una realizacion, se puede usar
cualquiera de los métodos de calculo descritos en la seccion V. En este ejemplo, se realizaron calculos sobre los
datos acumulativos a través de diferentes loci genéticos polimérficos que cumplian la configuracion del genotipo
parental (es decir, ambos progenitores eran homocigoéticos, pero para alelos diferentes) en diferentes cromosomas.
Las concentraciones fraccionales de ADN fetal calculadas para SNPs situados en cromosomas diferentes se
enumeran en la columna de la derecha de la FIG. 26. Como puede verse en la tabla, las concentraciones
fraccionarias determinadas para SNPs situados en cromosomas diferentes se correlacionan muy estrechamente
entre si.

Como experimento de control de calidad, también se investigaron aquellos SNPs en los que la madre era
homocigoética y el padre heterocigético, a partir del analisis Affymetrix SNP 6.0 de las muestras de la capa
leucocitaria (columna media de la figura 26). Se puede observar que a una profundidad suficiente de la
secuenciacion del ADN, las concentraciones fraccionales de ADN fetal medidas a partir de este analisis eran muy
similares a las medidas para SNPs en las que tanto el padre como la madre eran homocigoéticos pero para alelos
diferentes.

En una implementacién, cuando se observaba una concordancia cercana de las concentraciones fraccionales de
ADN fetal a partir de estos dos tipos de SNPs, se podia concluir que se estaba cerca de la cobertura de
secuenciacion completa del genoma fetal. En un aspecto, a una menor profundidad de cobertura, las
concentraciones fraccionales de ADN fetal medidas para SNPs en las que la madre era homocigética y el padre era
heterocigético eran superiores a las medidas para SNPs en las que tanto el padre como la madre eran
homocigoticos, pero para alelos diferentes. A una menor profundidad de cobertura, la ausencia de un alelo
paternalmente Unico a partir de los resultados de la secuenciacion puede tener dos causas posibles: (i) que el feto
no habia heredado este alelo del padre; y/o (ii) que el feto habia heredado este alelo del padre, pero que entonces
este alelo faltaba en los resultados de la secuenciacion debido a que la profundidad de la secuenciaciéon no era
suficiente.

4a. Calculo del porcentaje de cobertura del genoma fetal

Ademas, como se menciond anteriormente, el porcentaje del genoma fetal que se habia analizado mediante
secuenciacion del ADN plasmatico materno se pudo determinar mirando el subconjunto de SNPs en los que el padre
y la madre eran homocigéticos, pero para alelos diferentes. En esta familia, 45.900 SNPs en la matriz Affymetrix
SNP 6.0 pertenecian a este subconjunto. El porcentaje de cobertura del genoma fetal podria deducirse mediante el
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analisis de los datos de secuenciacion del ADN plasmatico para ver en qué porcentaje de este subconjunto de SNPs
se podria detectar un alelo fetal por secuenciacion.

La grafica de la FIG. 27A ilustra el porcentaje observado de SNPs en este subconjunto en el que un alelo fetal podria
ser visto a partir de los datos de secuenciacion de las primeras 20 células de flujo analizadas. Asi, un alelo fetal se
pudo observar en el 94% de tales SNPs. Este grado de secuenciacion correspondia a mas de 3.932 millones de
lecturas, cada una con 100 pb de secuencias. La grafica de la FIG. 27B muestra la cobertura frente al nimero de
lecturas, en lugar del nimero de células de flujo. Con el aumento del rendimiento de diferentes plataformas de
secuenciacion, se espera que el numero de células de flujo o ejecuciones que se utilizarian o requeririan para
generar este numero de lecturas de secuencia o longitud de secuencias disminuiria en el futuro.

En algunas realizaciones, como se detectaron multiples SNPs en cada regién cromosdémica o cromosomas, la
cobertura del genoma fetal podria ser mucho menor que 94%, mientras que todavia proporciona un mapeo preciso
del genoma. Por ejemplo, supongamos que hay 30 SNP informativos en una regién cromosémica, pero se detecta
un alelo fetal para s6lo 20 SNPs de los 30 SNPs. Sin embargo, la region cromosémica todavia puede ser identificada
con precision con los 20 SNPs. Asi, en una realizacion, se puede obtener una exactitud equivalente con una
cobertura de menos del 94%.

4b. Cobertura del mapa genético de los alelos que el feto habia heredado de su padre

Este analisis ilustrativo se centra en los alelos de SNP en los que el padre era heterocigético y la madre era
homocigotica. En esta familia, 131.037 SNPs en la plataforma Affymetrix SNP 6.0 pertenecian a esta categoria. Un
subconjunto de estos SNP consistia en los 65.875 SNPs en los que la madre era homocigética, mientras que el
padre y el feto eran heterocigotos. Con el uso de 20 células de flujo, los alelos paternalmente heredados se pudieron
observar en 61.875 de estos SNPs, lo que indica una cobertura del 93,9%. Este ultimo porcentaje encajaba bien con
los datos de cobertura porcentual deducidos en el parrafo anterior. La correlacion entre la cobertura de alelos
paternalmente heredados y el niumero de lecturas de secuencias asignables y el niumero de secuencias de células
de flujo se muestran en la FIG. 28A y la FIG. 28B, respectivamente.

Para elucidar la especificidad de este enfoque para la deteccion de genuinos alelos fetales paternalmente
heredados, los 65.162 (es decir, 131.037-65.875) se analizaron los SNPs en los que el feto habia heredado alelos
que eran los mismos que los poseidos por la madre. Para tales SNPs, la deteccidon aparente de alelos diferentes de
los poseidos por la madre representaria un falso positivo. Asi, entre los 65.162 SNPs, sélo 3.225 falsos positivos
(4,95%) se observaron cuando se analizaron 20 células de flujo. Estos falsos positivos pueden ser el resultado de
errores de secuenciacion o errores de genotipificacion del ADN del padre o de la madre o mutaciones de novo en el
feto. La correlacion entre la tasa de falsos positivos y el numero de células de flujo secuenciadas se muestra en la
FIG. 29A.

Las tasas de falsos positivos también se pueden estimar considerando el subconjunto de SNPs que tanto el padre
como la madre eran homocigoéticos y con el mismo alelo. La presencia de cualquier alelo alternativo en el locus
particular se considerd un falso positivo. Estos falsos positivos pueden ser el resultado de errores de secuenciacion
o errores de genotipificacion del ADN del padre o de la madre o mutaciones de novo en el feto. Habia 500.673 SNPs
en este subconjunto. Con los datos de la secuencia de 20 células de flujo, se detectaron resultados falsos positivos
en 48.396 SNP (9,67%). La correlacion entre la tasa de falsos positivos y el nimero de células de flujo secuenciadas
se muestra en la FIG. 29B. Esta tasa de falsos positivos fue mayor que la estimacion utilizando el subconjunto de
SNPs que la madre y el feto eran homocigéticos y el padre era heterocigotico. Esto se debe a que en el ultimo
subconjunto de SNPs sdlo se considera que la presencia del alelo paternalmente heredado en el plasma materno es
un falso positivo, mientras que en el primer subconjunto cualquier alelo distinto del alelo comun compartido por el
padre y la madre se considera como un resultado falso-positivo.

La FIG. 30 muestra la cobertura de los SNPs fetales especificos para diferentes nimeros de células de flujo
analizadas. Los SNPs que tanto el padre como la madre eran homocigoticos, pero con alelos diferentes, se incluyen
en este analisis. El eje X es la cobertura en veces de los SNPs especificos del feto, y el eje Y es el porcentaje de
SNPs con la cobertura plieguen en veces especificada. Con el aumento en el nimero de células de flujo que se
analizan, el numero medio de cobertura en veces para el SNP fetal especifico aumenta. Por ejemplo, cuando se
analizé una célula de flujo, la cobertura media de SNPs fue de 0,23 veces. La cobertura media aumenté a 4,52
veces cuando se analizaron 20 células de flujo.

5. Exactitud de un mapa genético heredado de su madre

La FIG. 31 muestra la precision del analisis de Tipo A cuando se usaron datos de 10 células de flujo. La seccion 11.B
describe realizaciones de un analisis de Tipo A y Tipo B (también denominado alfa y beta). La precision es para la
determinacion correcta del haplotipo que fue heredado de la madre. La precisidon se presenta por separado para
cada cromosoma.

Utilizando una relacién de probabilidad de 1.200 para el analisis SPRT (Zhou W et al. Nat Biotechnol 2001; 19: 78-
81; Karoui NE et al. Statist Med 2006; 25: 3124-33), la precision oscilaba entre 96% y 100%. Como se muestra,
incluso con una alta proporcion de probabilidad para la clasificacion SPRT, un total de 2.760 segmentos a través del
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genoma pudieron ser clasificados. Este grado de resolucion es suficiente para la mayoria de los propésitos, cuando
se considera que las recombinaciones meidticas tienen lugar a la frecuencia de uno a un nimero de un solo digito
por brazo cromosémico por generacion. Ademas, se pudo ver que se podian evitar todas las clasificaciones
errdneas cuando se usaba el método de entrelazado (lado derecho de la figura 31). Como se ha descrito
anteriormente, el enfoque de entrelazado utiliza tanto el analisis de Tipo A como el de Tipo B.

La FIG. 32 muestra la precision del analisis de tipo B cuando se usaban datos de 10 células de flujo. Utilizando una
razéon de probabilidad de 1.200 para el analisis SPRT, la precision variaba de 94,1% a 100%. Todas las
clasificaciones erroneas pudieron ser evitadas cuando se usaba el método de entrelazado (lado derecho de la figura
32), como se observa en la FIG. 31.

La FIG. 33 muestra la precision del analisis de Tipo A cuando se usaban los datos de 20 células de flujo. Utilizando
una razon de probabilidad de 1.200 para el analisis SPRT y el algoritmo de "dos bloques consecutivos”, se realizaron
un total de 3.780 clasificaciones y solo 3 (0,1%) clasificaciones fueron incorrectas. La FIG. 34 muestra la precisién
del analisis de Tipo B cuando se usaban los datos de 20 células de flujo. Utilizando una razén de probabilidad de
1.200 para el analisis SPRT y el algoritmo de "dos bloques consecutivos”, se realizaron un total de 3.355
clasificaciones y sélo 6 (0,2%) clasificaciones fueron incorrectas. En estos ejemplos, el SPRT se realiza a través de
una serie de marcadores genéticos, tales como SNPs.

Il. Determinacion prenatal del riesgo de beta-talasemia

En una realizacién, para determinar el riesgo de que el feto tenga beta-talasemia (una enfermedad autosémica
recesiva) se puede determinar si el feto ha heredado alelos mutantes llevados por su padre y su madre. En este
caso mencionado anteriormente, el padre es un portador de la delecion de CTTT de 4 pares de bases de los
codones 41/42 del gen de la beta-globina humana. La madre embarazada era portadora de la mutacion A — G en el
nucledtido -28 del gen de la beta-globina humana.

Para determinar si el feto ha heredado la mutacién de los codones paternos 41/42, se buscaron los datos de
secuenciacion del ADN plasmatico materno, utilizando las primeras 10 células de flujo, para esta mutacion. Se
encontraron un total de 10 lecturas con esta mutacion (Figura 35A). Por lo tanto, el feto habia heredado la mutacion
paterna. Ademas, se encontré que 62 lecturas contenian la secuencia de tipo salvaje en los codones 41/42 (Figura
35B). Por lo tanto, el porcentaje de las lecturas en esta region que contiene la mutacion es 0,1398. Esta cifra esta
muy préxima a la concentracion fraccionada de ADN fetal determinada en la FIG. 26. En una realizacion, el riesgo de
que el feto herede la mutacién paterna también se puede determinar elucidando su herencia de polimorfismos
genéticos ligados a la mutacion paterna.

En una realizacion, para determinar el riesgo de que el feto haya heredado la mutacion materna-28, se realizé un
analisis RHDO. En esta familia, la mutacion -28 se localizé en el haplotipo IV, mientras que el alelo de tipo salvaje se
localizé en el haplotipo Ill. Los resultados del analisis RHDO de tipo A se muestran en la FIG. 36 mientras que los
del analisis RHDO de tipo B se muestran en la FIG. 37. En ambos tipos de analisis, se dedujo la herencia fetal del
haplotipo Il de la madre. En otras palabras, el feto habia heredado el alelo de tipo salvaje de la madre. El
diagnéstico final del feto fue que ha heredado la mutacion de los codones 41/42 del padre y un alelo de tipo salvaje
de la madre. Por lo tanto, el feto es un portador heterocigético de beta-talasemia y por lo tanto debe ser clinicamente
saludable.

lll. Enriquecimiento de la diana y secuenciacion dirigida

Como se discutid en las secciones anteriores, la exactitud de la estimacion de la concentracion de ADN fetal
fraccional y la resolucién del mapa genético deducido del analisis del ADN plasmatico materno puede depender de
la profundidad de cobertura de los loci de interés. Por ejemplo, los inventores han demostrado que un total de 200
moléculas correspondientes a un locus SNP podrian ser necesarias para determinar, con alta precision, la
concentracion de ADN fetal fraccional sin informacion previa del genotipo materno. Los recuentos de alelos para un
SNP en el plasma materno se pueden obtener, por ejemplo, pero no limitandose, con PCR en tiempo real, PCR
digital y secuenciacién masiva paralela.

A medida que la secuenciacibn masivamente paralela del ADN plasmatico materno puede determinar
simultaneamente el nimero de alelos para millones de SNPs en todo el genoma, es una plataforma ideal para el
analisis del genoma a través de diferentes loci. El formato basico de la secuenciacion masivamente paralela permite
que diferentes regiones dentro del genoma se cubran a profundidades similares. Sin embargo, con el fin de
secuenciar una region de interés particular a alta profundidad de secuenciaciéon utilizando secuenciacion
aleatoriamente masiva paralela, las partes restantes del genoma (que no se pretenden analizar) tienen que ser
secuenciadas en la misma medida. Por lo tanto, este enfoque podria ser costoso. Para mejorar la rentabilidad del
método de secuenciacion masivamente paralelo, una forma es enriquecer la region diana antes de proceder a la
secuenciacion. La secuenciacion dirigida puede realizarse mediante la captura en fase de solucién (Gnirke A, et al.
Solution hybrid selection with ultra- long oligonucleotides for massively parallel targeted sequencing. Nat Biotechnol
2009; 27: 182-9), captura con microarrays (por ejemplo, usando la plataforma NimbleGen) o por amplificacion
dirigida (Tewhey R, et al. Microdroplet-based PCR enrichment for large-scale targeted sequencing. Nat Biotechnol
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2009; 27: 1025-31).

La secuenciacion dirigida se aplicé inicialmente para detectar variaciones genéticas de poblacion, p. €j., para
estudios de asociacion genética. Por lo tanto, su aplicacion actual en la investigacion genémica esta dirigida a
resolver problemas cualitativos (por ejemplo, genotipado o deteccidon de mutaciones). Sin embargo, la aplicacion de
la secuenciacion dirigida en el ADN plasmatico materno para fines de diagndstico prenatal no invasivo implica
consideraciones cuantitativas, cuya viabilidad no ha sido clara. Por ejemplo, el uso de secuenciacion dirigida podria
introducir un sesgo cuantitativo en la deteccion de ADN fetal y materno en el plasma materno. Ademas, trabajos
anteriores han demostrado que el ADN fetal es mas corto que el ADN materno (Chan KCA y col. Size distributions of
maternal and fetal DNA in maternal plasma. Clin Chem 2004; 50: 88-92). Esta diferencia de tamafio también podria
introducir un sesgo cuantitativo o una eficiencia diferencial en la captura del ADN fetal y materno en el plasma
materno. Tampoco se estaba seguro de la eficiencia con la que tales moléculas de ADN fragmentadas podrian ser
capturadas. En las siguientes descripciones, se demuestra que la secuenciacion dirigida puede lograrse mediante el
enriquecimiento de diana seguido por secuenciacion masivamente paralela. También se muestra que el
enriguecimiento de la diana es una manera eficaz de estimar la concentraciéon de ADN fetal fraccional en
comparacion con la secuenciacion del genoma completo.

A. Determinacion de la concentracion fraccional utilizando el enriquecimiento de la diana
1. Materiales y métodos

Cuatro (M6011, M6028, M6029 y M6043) mujeres embarazadas con fetos unicos femeninos fueron reclutadas. Las
muestras de sangre periférica materna se recogieron en tubos de sangre de EDTA antes de una seccién por
cesarea electiva en el tercer trimestre, mientras que las muestras de placenta se recogieron después de la cesarea
electiva. Después de la centrifugacion, el ADN de las células sanguineas periféricas se extrajo utilizando el Mini Kit
de Sangre (Qiagen). EI ADN de 2,4 ml de plasma se extrajo mediante el Mini Kit de Sangre DNA DSP (Qiagen). Se
extrajo el ADN gendmico materno de la capa leucocitaria y se extrajo ADN gendmico fetal de los tejidos placentarios.
Las muestras del tercer trimestre se usaron en este ejemplo con fines ilustrativos solamente. Igualmente se pueden
usar muestras del primer y segundo trimestre.

Los genotipos maternos y fetales fueron determinados por el Genome-Wide Human SNP Array 6.0 (Affymetrix). Se
utilizaron 5-30 ng de ADN de plasma para cada caso para la construccion de la biblioteca de ADN mediante el kit de
preparacion de muestras de pares (lllumina) de acuerdo con el protocolo del fabricante de la preparacion de
muestras de secuenciacion con inmunoprecipitacion de cromatina. EI ADN ligado al adaptador se purificd
directamente usando columnas de giro proporcionadas en un kit de purificacion de PCR QlAquick (Qiagen), sin
seleccion de tamafio adicional. EI ADN ligado al adaptador se amplificé después usando una PCR de 15 ciclos con
cebadores estandar. Los cebadores fueron PCR Primer PE 1.0 y 2.0 de lllumina. Las bibliotecas de ADN se
cuantificaron usando un espectrofotdmetro NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies) y se ejecutaron en un
Bioanalyzer 2100, usando un kit DNA 1000 (Agilent), para verificar la distribuciéon de tamafios. Se generaron 0,6-1 ug
de una biblioteca de ADN de plasma amplificado para cada muestra en un tamafo medio de aproximadamente 290
pb. La biblioteca de captura se obtuvo de Agilent y cubrié el 85% de los exones en el chrX humano (numero de
catalogo: 5190-1993). Para los cuatro casos en este estudio, se incubaron 500 ng de la biblioteca de ADN de plasma
amplificado de cada caso con las sondas de captura durante 24 horas a 65°C, de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Después de la hibridacion, se seleccionaron las dianas capturadas tirando hacia abajo de los hibridos
biotinilados sonda-diana usando esferas magnéticas recubiertas con estreptavidina (Dynal DynaMag-2 Invitrogen) y
purificandose con el Kit de Purificaciéon de PCR MinElute (Qiagen). Finalmente, las bibliotecas de ADN diana se
enriquecieron mediante amplificacion por PCR de 12 ciclos con cebadores SureSelect GA PE de Agilent. Los
productos de PCR se purificaron mediante el Kit QIAquick PCR Purification (Qiagen). Las bibliotecas de ADN
preparadas con o sin enriquecimiento de la diana se sometieron luego a secuenciacién masiva aleatoriamente
paralela utilizando el lllumina Genome Analyzer lIx. Se us6 un carril de secuenciacion en una célula de flujo estandar
para secuenciar cada biblioteca de ADN.

2. Concentracion fraccional de ADN fetal sin enriquecimiento de la diana

La concentracion fraccionada de ADN fetal se puede calcular sobre la base de los recuentos de alelos de los SNP
informativos (es decir, SNPs en los que la madre es homocigoto y el feto es heterocigoto). La tabla a continuacion
muestra que 120184, 110730, 107362 y 110321 SNP informativos fueron identificados en todo el genoma de los
cuatro casos, mientras que 63, 61, 69 y 65 (respectivamente, en el mismo caso) cayeron dentro de la region diana
en el cromosoma X. Sin el enriquecimiento de la diana, las concentraciones fraccionales de ADN fetal fueron 33,4%,
31,3%, 29,2% y 34,4% basadas en los datos de todos los SNP informativos en el genoma.
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Enriquecimiento SNP informativo Recuentos de |Recuentos de | Concentracion
Muestra ob'e(t‘ivo no. del genoma  alelos alelos especificos |fraccional de ADN
) completo compartidos fetales fetal
M6011 |[No 120.184 15.309 3.064 33,4%
M6028 [No 110.730 16.778 3.114 31,3%
M6029 [No 107.362 19.889 3.404 29,2%
M6043 [No 110.321 21.070 4.369 34,4%

3. Comparacion de muestras con y sin enriquecimiento de la diana

En algunas realizaciones, la profundidad de la cobertura de secuencia representaba el numero medio de veces que
cada base habia sido secuenciada en una region particular. En esta realizacién, se calculdé la profundidad de
secuencia de la region diana dividiendo el nimero total de bases secuenciadas dentro de la region diana por la
longitud de regién diana (3,05 Mb). Para las regiones cubiertas por el kit de enriquecimiento, la cobertura media de
la secuencia fue 0,19 veces para las muestras no enriquecidas y 54,9 veces para las muestras enriquecidas, lo que
indica una media de 289 veces el enriquecimiento. A esta profundidad de secuenciacion, soélo el 4,0% de los alelos
fetales especificos dentro de la region diana se detectaron antes del enriquecimiento diana (véase la tabla a
continuacion). En comparacion, el 95,8% de ellos se volvieron detectables después del enriquecimiento de la diana
(véase la tabla a continuacion). Por lo tanto, el enriquecimiento de la diana aumentd mucho la tasa de deteccion de
los alelos especificos fetales dentro de la region diana.

A continuacién, se comparan las concentraciones fraccionales de ADN fetal basado en los recuentos de lectura de
todos los SNP informativos dentro de la region diana para cada muestra, con y sin enriquecimiento. Sin el
enriquecimiento diana, el numero de lecturas especificas fetales variaba de 0 a 6 para las cuatro muestras (véase la
tabla a continuacioén). Debido a la baja cobertura de la secuencia, el muestreo inadecuado de las moléculas de ADN
fetal evitaria una estimacién precisa de la concentracion fraccional de ADN fetal. Con el enriquecimiento diana, se
observé un ndmero mucho mayor de recuentos de alelos especificos fetales (511-776) y de contajes de alelos
compartidos (2570 ~ 3922) dentro de la region diana (véase la tabla a continuacion). Los porcentajes de ADN fetal
fueron calculados como 35,4%, 33,2%, 26,1% y 33,0%, consistente con los porcentajes de ADN fetal estimados por
los datos del genoma en las muestras no enriquecidas (véase la tabla mas abajo). Estos resultados indicaron que
las moléculas de ADN materno y fetal se enriquecieron en una grado similar dentro de la region diana.

Numero de SNP Numero de |Tasa de

. . L. Recuentos L s
Enriquecimiento informativos alelos' ] deteccion Recuentos de de alelos Conc_entramon
Muestra - dentro de la|especificos del alelo |alelos - fraccional de
de la diana L. . especificos
region fetales fetal compartidos p ADN fetal
. - etales
seleccionada detectables especifico
M6011 |No 63 6 9,5% 13 6 63,2%
M6028 |No 61 2 3,3% 6 2 50,0%
M6029 |No 69 2 2,9% 11 2 30,8%
M6043 |No 65 0 0,0% 15 0 0,0%
M6011 |Si 63 60 95,2% 3072 661 35,4%
M6028 |Si 61 60 98,4% 2570 511 33,2%
M6029 |Si 69 66 95,7% 3835 575 26,1%
M6034 |Si 65 61 93,9% 3922 776 33,0%
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B. Determinacion del genoma fetal utilizando el enriquecimiento de la diana

Una aplicacion de un método RHDO es para la deteccién prenatal no invasiva de enfermedades genéticas
heredadas de la madre. Utilizando secuenciacion masivamente paralela de plasma materno sin enriquecimiento de
la diana, el analisis RHDO puede determinar con precision qué haplotipo materno se transmite al feto con un
promedio de 17 SNPs cuando la profundidad de secuenciacién del ADN plasmatico materno es aproximadamente
de 65 veces la cobertura del genoma humano. Para mejorar la rentabilidad de este enfoque, puede dirigirse
selectivamente la secuenciacion a regiones especificas de interés dentro del genoma y, a continuacion, aplicar un
analisis RHDO a los datos de secuenciacion. Como ejemplo, se ha demostrado el concepto utilizando la
secuenciacion dirigida y el analisis RHDO del cromosoma X. Sin embargo, la secuenciacion dirigida y el analisis
RHDO también se pueden aplicar a todos los cromosomas, p. €j. los autosomas. En una realizacion, puede utilizarse
un analisis RHDO como se ha descrito anteriormente para las realizaciones diana.

Se reclutaron a cinco (PW226, PW263, PW316, PW370 y PW421) mujeres embarazadas con fetos varones Unicos.
Se recogieron muestras de sangre periférica materna en tubos de sangre de EDTA antes del muestreo de las
vellosidades coridnicas en el primer trimestre. Después de la centrifugacion, el ADN de las células sanguineas
periféricas se extrajo utilizando el Mini Kit de Sangre (Qiagen). El ADN de 3,2 ml de plasma se extrajo mediante el
Mini Kit de sangre DSP DNA (Qiagen). Se extrajo el ADN gendmico materno de la capa leucocitaria y se extrajo el
ADN genomico fetal de las vellosidades coridnicas. Las muestras se prepararon y analizaron como se ha descrito
anteriormente. Cada muestra se secuencié entonces al azar usando un carril en una celda de flujo de lllumina.

En este ejemplo, se utilizé el genotipo fetal, junto con la informacién de secuenciaciéon de acidos nucleicos de la
madre, para deducir los haplotipos maternos para el cromosoma X y deducir qué haplotipo se hered6 de la madre.
Para cada SNP en el cromosoma X que la madre era heterocigota (es decir, un SNP informativo), el alelo que fue
heredado por el feto se define como procedente del haplotipo materno 1 (Hap ) mientras que el alelo materno que
no fue pasado al feto se defini6 como procedente del haplotipo materno 2 (Hap Il). En algunas realizaciones, para
aplicaciones clinicas, el genotipo fetal puede no estar disponible de antemano y los haplotipos maternos pueden
determinarse o inferirse por métodos bien conocidos por los expertos en la técnica y los métodos descritos en la
presente memoria. El cromosoma X se utiliza en este documento sélo con fines ilustrativos. Otros cromosomas, p.
€j. los autosomas, también se pueden utilizar en dicho analisis.

Para los cinco casos descritos en este documento, todos ellos llevaban un feto Unico varéon. Como el feto varén sélo
hereda un cromosoma X de la madre pero ningin cromosoma X del padre, el cromosoma X materno que fue pasado
al feto estaria sobre-representado en el plasma materno. El analisis de RHDO se llevé a cabo del pter a gter del
cromosoma X. A partir del SNP mas cercano al pter del cromosoma X, el analisis SPRT puede determinar si el alelo
de Hap | o Hap Il estaba significativamente sobrerrepresentado estadisticamente en el plasma materno. Si ninguno
de los dos haplotipos estaba estadisticamente significativamente sobre representado, los recuentos alélicos para el
siguiente SNP se podian combinar para un analisis SPRT mas. Los SNPs adicionales se podian combinar para el
analisis hasta que el proceso SPRT identificaba uno de los haplotipos como estadisticamente y significativamente
sobre-representados. El proceso de clasificacion puede reiniciarse en el siguiente SNP.

Las Figs. 38A y 38B muestran los resultados de la clasificacion SPRT para el caso PW226 como ejemplo. Hubo un
total de nueve exitosas clasificaciones SPRT para el cromosoma X en este caso. Para cada clasificacion SPRT, se
mostré que los alelos de Hap | estaban sobrerrepresentados en la muestra de plasma materno, lo que indicaba que
el feto habia heredado Hap | de la madre. Como se ha definido que Hap | es el haplotipo que contiene los alelos
pasado en el feto, los resultados de todas estas clasificaciones SPRT fueron correctas.

Los resultados del analisis RHDO para los cinco casos se resumen en la FIG. 39. El niumero de exitosas
clasificaciones de SPRT oscild entre 1y 9. Todas las clasificaciones de SPRT eran correctas. Una mayor fraccion de
concentracion de ADN fetal se asocié con un mayor numero de clasificaciones. Esto se debe a que el desequilibrio
alélico debido a la presencia de ADN fetal se puede detectar mas facilmente cuando la concentracion fraccional de
ADN fetal es mayor. Por lo tanto, pueden ser necesarios menos SNPs para alcanzar una clasificacion RHDO
exitosa. Las regiones cromosémicas definidas se pueden dividir asi en mas bloques RHDO. Los resultados de los
inventores confirman que el analisis RHDO puede realizarse sobre los datos de secuenciacion masiva que se
obtienen después del enriquecimiento de la diana.

Los datos de los inventores demuestran ademas que el enfoque dirigido es una forma mas rentable de realizar el
analisis RHDO. Sin el enriquecimiento de la diana, para muestras con concentraciones similares de ADN fetal, se
requirié la secuenciacion de aproximadamente 5 células de flujo (es decir, 40 vias de secuenciacion) (Figura 40)
para alcanzar la profundidad media obtenida para las muestras mostradas en la Fig. 39. En este documento se
muestra que con el enriquecimiento de la diana, la secuenciacion por un solo carril ya alcanza la profundidad de
secuenciacion media de unas 15 a 19 veces para la clasificacion RHDO exitosa. Alternativamente, se podria
conseguir un nivel de veces aun mayor de la cobertura de secuenciacion con relativamente poco coste adicional
cuando se usa el enriquecimiento de la diana. El nivel mas alto de cobertura de secuenciacién puede reducir
eficazmente el tamafio de la regién gendmica requerida para la clasificacion exitosa de RHDO y por lo tanto mejorar
la resolucion del analisis.
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IV. Enriquecimiento de la diana

Desde 2004 se sabe que las moléculas de ADN fetal circulantes son generalmente mas cortas que el ADN materno
en el plasma materno (Chan KCA et al Clin Chem 2004; 50: 88-92; Li et al Clin Chem 2004). Sin embargo, la base
molecular de esta observacion sigue sin resolverse. En el estudio actual de los inventores, se han generado 3,931 x
10° lecturas en la muestra de plasma del estudio y se han utilizado recipientes de 1-bp en el analisis de
bioinformatica. El tamario de cada molécula de ADN de plasma secuenciada se dedujo a partir de las coordenadas
del genoma de los extremos de las lecturas de pares de extremo.

Para este analisis, se centré en los polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) en los que el padre y la madre eran
homocigotos, pero para un alelo diferente. Para tales SNPs, el feto era un heterocigoto obligado. El alelo para cada
SNP que el feto habia heredado del padre podria ser utilizado como marcador fetal-especifico. Se determinaron los
tamafios de las secuencias fetales (usando los alelos especificos fetales paternalmente heredados) y totales para el
genoma completo (Figura 41) e individualmente para cada cromosoma (Figura 42A-42C).

Se observo que las diferencias mas significativas entre el ADN fetal y materno en el plasma materno es la reduccion
del pico de 166 pb, en relacion con el pico de 143 pb (figura 41). Las secuencias totales mas abundantes
(predominantemente maternas) fueron de 166 pb de longitud. La diferencia mas significativa en la distribucion de
tamafios entre el ADN fetal y total fue que el ADN fetal exhibié una reduccién en el pico de 166 pb (Figura 41) y una
prominencia relativa del pico de 143 pb. Este ultimo probablemente correspondié al recorte de un fragmento de
enlace de ~ 20-bp de un nucleosoma a su particula nucleo de ~ 146 pb (Lewin B, en Gene IX, Jones y Bartlett,
Sudbury, 2008, pags. 757-795).

A partir de aproximadamente 143 pb y por debajo, las distribuciones de ambos ADN fetal y total demostré una
periodicidad de 10 pb que recuerda a los nucleosomas nucleados por nucleasa. Estos datos sugieren que los
fragmentos de ADN del plasma se derivan del procesamiento enzimatico apoptético. Por el contrario, el analisis de
tamafio de las lecturas que se correlaciona con el genoma mitocondrial no ligado a las histonas no mostré este
patron nucleosémico (Figura 41). Estos resultados proporcionan una explicacion molecular previamente desconocida
para las diferencias de tamafo conocidas entre el ADN fetal y materno usando el cromosoma Y y marcadores
genéticos polimorficos seleccionados (Chan KCA et al Clin Chem 2004; 50: 88-92; Li y col Clin Chem 2004; 50:
1002-1011; Solicitud de Patente de EE.UU. 20050164241; Solicitud de Patente de EE.UU. 20070202525), y
muestran que existen diferencias de tamafio en todo el genoma. La explicacion mas probable de esta diferencia es
que las moléculas de ADN fetal circulantes consisten en mas moléculas en las que el fragmento de enlace de ~ 20
pb ha sido recortado de un nucleosoma.

Teniendo en cuenta estas observaciones, hay una serie de formas en que la muestra puede ser enriquecida para el
ADN fetal. En una realizacién, se pueden usar reactivos que se unirian preferentemente al fragmento enlazador. Se
espera que tales reactivos se unan preferentemente al ADN derivado de la madre cuando se compara con el ADN
derivado del feto en el plasma materno. Un ejemplo de tales reactivos es un anticuerpo. Un objetivo de tal anticuerpo
es aquel que se une a la histona H1. Se sabe que la histona H1 se une al fragmento enlazador. Una aplicacion de tal
anticuerpo es para realizar el enriquecimiento del ADN fetal por seleccion negativa, es decir, a través de la
inmunoprecipitacion preferencial del ADN derivado de la madre en el plasma materno que contiene el fragmento
enlazante, que contiene la histona H1. Ademas, se sabe que H1 tiene un numero de variantes, algunas de las cuales
exhiben variacion de expresion especifica de tejido (Sancho M y otros PLoS Genet 2008; 4: e1000227). Estas
variantes podrian explotarse aun mas para diferenciar el ADN fetal (predominantemente placentario) y materno
(predominantemente hematopoyético) (Lui YYN et al Clin Chem 2002; 48: 421-427). Por ejemplo, se puede dirigir
una variante de histona H1 que es predominantemente expresada por células trofoblasticas para seleccionar
preferencial y positivamente ADN derivado fetal en plasma materno. Esta estrategia también se puede aplicar para
otras proteinas histonas u otras proteinas nucleosémicas que exhiben patrones de expresion especificos de tejido,
especialmente trofoblasto.

Dado el fuerte pico de 166 pb para el ADN materno, otra posibilidad de enriquecer el ADN fetal es disefar un
sistema para la seleccion negativa de fragmentos de ADN que tengan una longitud de 166 + 2 pb. Por ejemplo, un
sistema basado en electroforesis capilar o cromatografia liquida de alta resolucion podria permitir la medida precisa
del tamafio y la separacion de moléculas de ADN. Otra forma de seleccidn negativa es hacer esto en silico durante
el analisis bioinformatico de los datos de secuenciacion.

Como otras especies de ADN en el plasma, p. ej. ADN tumoral (Vlassov VV y col. Curr Mol Med 2010; 10: 142-165)
y ADN de 6rgano trasplantado (Lo YMD et al Lancet 1998; 351: 1329-1330), también se espera que comparta tales
caracteristicas con el ADN fetal en el plasma materno, las estrategias enumeradas en (1) y (2) anterior también
podrian ser utilizadas para el enriqguecimiento de estas especies de ADN.

De acuerdo con una realizacién, se proporciona un método para el enriquecimiento diferencial de especies de ADN
en plasma o suero humano a través del direccionamiento del fragmento de unién de los nucleosomas. En una
realizacion, el enriquecimiento se realiza mediante la eliminacion de uno de los siguientes: ADN derivado de la
madre o ADN derivado de células hematopoyéticas. En otra realizacion, el direccionamiento implica un reactivo (tal
como un anticuerpo u otro tipo de proteina) que se uniria preferentemente a una proteina o componente de acido
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nucleico del fragmento enlazador del nucleosoma. En otra realizacién, el reactivo de direccionamiento se unira
selectivamente a la histona H1 u otra proteina que se una al fragmento enlazador del nucleosoma. En otra
realizacion, el reactivo de direccionamiento se unira a variantes maternas o hematolégicas de la histona H1 u otra
proteina que se una al fragmento de unién del nucleosoma. En una realizacion, la eliminacion del ADN se lleva a
cabo mediante inmunoprecipitacién o unién a una superficie sélida.

De acuerdo con otra realizacién, un método para el enriquecimiento diferencial de ADN fetal en plasma materno o
suero incluye: (a) usar un anticuerpo que se uniria a uno o mas componentes del fragmento enlazador del
nucleosoma; (b) eliminar la fraccion unida por inmunoprecipitacion o captura a una superficie sélida; y (c) recoger la
fraccion no unida que contiene una concentracion fraccionada incrementada del ADN fetal.

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

Tales programas también pueden ser codificados y transmitidos usando sefiales portadoras adaptadas para la
transmision a través de redes cableadas, dpticas y/o inalambricas que se ajustan a una variedad de protocolos,
incluyendo Internet. Como tal, puede crearse un medio legible por ordenador de acuerdo con una realizacion de la
presente invencion usando una sefial de datos codificada con dichos programas. Los medios legibles por ordenador
codificados con el cddigo de programa pueden ser empaquetados con un dispositivo compatible o proporcionados
por separado de otros dispositivos (por ejemplo, a través de descarga de Internet). Cualquiera de tales medios
legibles por ordenador puede residir en o dentro de un Unico producto de programa informatico (por ejemplo, un
disco duro o un sistema informatico completo) y puede estar presente en o dentro de diferentes productos de
programas informaticos dentro de un sistema o red. Un sistema informatico puede incluir un monitor, impresora u
otra pantalla adecuada para proporcionar cualquiera de los resultados mencionados en este documento a un
usuario.

Un ejemplo de un sistema informatico se muestra en la FIG. 43. Los subsistemas mostrados en la FIG. 43 estan
interconectados a través de un bus de sistema 4375. Se muestran subsistemas adicionales tales como una
impresora 4374, un teclado 4378, un disco fijo 4379, un monitor 4376, que esta acoplado al adaptador de pantalla
4382, y otros. Los periféricos y dispositivos de entrada-salida (E-S), que se acoplan al controlador de E-S 4371,
pueden conectarse al sistema informatico por cualquier nimero de medios conocidos en la técnica, tales como el
puerto serie 4377. Por ejemplo, se puede usar el puerto serie 4377 o la interfaz externa 4381 para conectar el
aparato de ordenador a una red de area amplia tal como Internet, un dispositivo de entrada de ratén o un escaner.
La interconexién a través del bus de sistema permite que el procesador central 4373 se comunique con cada
subsistema y controle la ejecucién de instrucciones desde la memoria de sistema 4372 o el disco fijo 4379, asi como
el intercambio de informacion entre subsistemas. La memoria de sistema 4372 y/o el disco fijo 4379 pueden
incorporar un medio legible por ordenador. Cualquiera de los valores mencionados en este documento puede ser
enviado de un componente a otro componente y puede ser enviado al usuario.

Un sistema informatico puede incluir una pluralidad de los mismos componentes o subsistemas, por ejemplo,
conectados entre si por una interfaz externa 4381 o por una interfaz interna. En algunas realizaciones, los sistemas
informaticos, subsistemas o aparatos pueden comunicarse a través de una red. En tales casos, una computadora
puede ser considerada un cliente y otra computadora un servidor, donde cada uno puede ser parte de un mismo
sistema informatico. Un cliente y un servidor pueden incluir multiples sistemas, subsistemas o componentes.

Los detalles especificos de realizaciones particulares pueden combinarse de cualquier manera adecuada o variar de
los mostrados y descritos en la presente memoria sin apartarse del espiritu y alcance de las realizaciones de la
invencion.

La descripcion anterior de realizaciones ejemplares de la invencion se ha presentado con fines de ilustracion y
descripcion. No se pretende que sea exhaustiva o que limite la invencion a la forma precisa descrita, y muchas
modificaciones y variaciones son posibles a la luz de la ensefianza anterior. Las realizaciones se eligieron y
describieron con el fin de explicar mejor los principios de la invencion y sus aplicaciones practicas para permitir asi a
los expertos en la técnica utilizar mejor la invencion en diversas realizaciones y con diversas modificaciones que son
adecuadas para el uso particular contemplado.

Todas las publicaciones, patentes y solicitudes de patente citadas en este documento se incorporan por referencia
en su totalidad para todos los fines.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para determinar al menos una parte del genoma de un feto no nacido de una mujer embarazada,
teniendo el feto un padre y una madre que es la mujer embarazada, y teniendo el padre un genoma paterno con
haplotipos paternos y teniendo la madre un genoma materno con haplotipos maternos, comprendiendo el método:

(a) analizar una pluralidad de moléculas de acido nucleico a partir de una muestra bioldgica obtenida de la
mujer gestante, donde la muestra biolégica contiene una mezcla de acidos nucleicos maternos vy fetales y
en la que analizar una molécula de acido nucleico incluye:

(i) identificar una localizacién de la molécula de acido nucleico en el genoma humano; y
(i) determinar un alelo respectivo de la molécula de acido nucleico;

(b) determinar un alelo paterno heredado por el feto del padre en cada una de una primera pluralidad de
loci, las localizaciones identificadas de los acidos nucleicos de la muestra bioloégica determinada en (a) (i)
incluyendo la primera pluralidad de loci, donde la primera pluralidad de loci esta en un mismo cromosoma,
en el que el genoma materno es heterocigético en la primera pluralidad de loci;

(c) determinar cada uno de los dos haplotipos maternos de la primera pluralidad de loci;

(d) basado en los alelos determinados de las moléculas de acido nucleico en la primera pluralidad de loci,
un sistema informatico que determina cantidades de alelos respectivos en cada uno de la primera pluralidad
de loci;

(e) comparar cantidades relativas de los alelos respectivos de las moléculas de acido nucleico en mas de
un locus de la primera pluralidad de loci; y

(f) basandose en la comparacion, determinando cual de los dos haplotipos maternos es heredado por el
feto no nacido de la madre en la porcion del genoma cubierta por la primera pluralidad de loci.

2. El método de la reivindicacién 1, en el que la determinacién del alelo heredado del padre en cada uno de la
primera pluralidad de loci incluye:

determinar una segunda pluralidad de loci del genoma paterno que son heterocigéticos, y en el que el
genoma materno es homocigoético en la segunda pluralidad de loci;

identificar, en la pluralidad de moléculas de acido nucleico, alelos que estan presentes en el genoma
paterno en las respectivas de la segunda pluralidad de loci y ausentes en el genoma materno;

identificar el haplotipo paterno heredado como el haplotipo con los alelos identificados; y

utilizar el haplotipo paterno heredado para determinar el alelo heredado del padre en la primera pluralidad
de loci.

3. El método de la reivindicacién 1, en el que la determinacion de cada uno de los dos haplotipos maternos de la
primera pluralidad de loci incluye:

identificar los alelos del genoma materno en uno o mas de la primera pluralidad de loci basandose en las
cantidades de los respectivos alelos respectivos de las moléculas de acido nucleico en un locus respectivo;

identificar una pluralidad de haplotipos de referencia; y

comparar los alelos identificados del genoma materno con los alelos en los loci correspondientes de la
pluralidad de haplotipos de referencia para identificar los dos haplotipos maternos.

4. El método de la reivindicacion 3, en el que la determinacién de cada uno de los dos haplotipos maternos de la
primera pluralidad de loci incluye ademas:

comparar repetidamente un alelo identificado del genoma materno con la pluralidad de haplotipos de
referencia hasta que cada uno de los dos haplotipos maternos se identifique de manera Unica.

5. El método de la reivindicacién 1, en el que la determinaciéon del alelo heredado del padre en cada uno de la
primera pluralidad de loci se basa en el analisis de la pluralidad de moléculas de acido nucleico a partir de una
muestra bioldgica y en donde la determinacion del alelo heredado del padre en cada uno de la primera pluralidad de
loci incluye:

determinar una segunda pluralidad de loci en los que el genoma fetal es heterocigético y el genoma
materno es homocigotico;
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determinar el alelo heredado del padre en cada una de la segunda pluralidad de loci mediante:

determinar cantidades relativas de los alelos respectivos determinados de las moléculas de acido nucleico
en el lugar respectivo de la segunda pluralidad; e

identificar el alelo que tiene la menor cantidad relativa como el alelo heredado en el locus respectivo;
identificar una pluralidad de haplotipos de referencia;

usar los alelos heredados del padre en cada una de la segunda pluralidad de loci para determinar cual de
los haplotipos de referencia es heredado del padre, incluyendo el haplotipo determinado la primera
pluralidad de loci; y

determinar los alelos heredados del padre en la primera pluralidad de loci del haplotipo determinado para
ser heredado del padre.

6. El método de la reivindicacion 5, en el que la determinacion de cual de los haplotipos de referencia se hereda del
padre incluye:

comparar repetidamente los alelos determinados que se heredan del padre en cada uno de la segunda
pluralidad de loci con los alelos en los loci correspondientes de la pluralidad de haplotipos de referencia
hasta que el haplotipo de referencia heredado del padre se identifique de forma Unica.

7. El método de la reivindicacion 5, en el que la determinacion de un locus especifico que es uno de la segunda
pluralidad de loci en el que el genoma fetal es heterocigético y el genoma materno es homocigotico incluye:

determinar un valor de corte para un nimero de recuentos predichos de un alelo en el locus especifico, el
valor de corte que predice si el genoma materno es homocigético y el genoma fetal es heterocigético, en
donde el valor de corte se determina basandose en una distribucion estadistica del numero de recuentos
para diferentes combinaciones de homocigosidad y heterocigosidad en el locus especifico;

basado en el analisis de las moléculas de acido nucleico de la muestra biolégica, detectar un primer alelo y
un segundo alelo en el locus especifico;

determinar un nimero de recuentos reales del primer alelo basandose en el analisis de la pluralidad de
moléculas de acido nucleico de la muestra bioldgica; y

determinar el genoma fetal es heterocigotico para el primer alelo y un segundo alelo y el genoma materno
es homocigoético para el segundo alelo cuando el nimero de recuentos reales es menor que el valor de
corte.

8. El método de la reivindicacion 7, en el que la distribucion estadistica depende de una concentracion fraccionada
de moléculas de acido nucleico de la muestra bioldgica que se derivan del feto.

9. El método de la reivindicacion 8, en el que la distribucion estadistica depende ademas del niumero de la pluralidad
de moléculas de acido nucleico correspondientes al locus especifico.

10. El método de la reivindicacién 1, en el que la determinacion del alelo heredado del padre en cada uno de la
primera pluralidad de loci incluye:

determinar una segunda pluralidad de loci del genoma paterno que son homocigéticos analizando el
genoma paterno, donde la primera pluralidad de loci es la segunda pluralidad de loci;

determinar el alelo del genoma paterno en cada primera pluralidad de loci; y
asignar los alelos respectivos en la primera pluralidad de loci a los alelos heredados del padre.
11. El método de la reivindicacion 1, que comprende ademas:

para cada uno de un primer subconjunto de loci vecinos de la primera pluralidad de loci, determinar qué
haplotipo es heredado por el feto no nacido de la madre para una primera seccién genémica que incluye el
primer subconjunto de loci vecinos, en donde determinar qué haplotipo incluye:

(a) determinar una primera cantidad de alelos respectivos determinados de las moléculas de acido nucleico
que coinciden con uno de los dos haplotipos maternos para el primer subconjunto de loci consecutivos;

(b) determinar una segunda cantidad de alelos respectivos determinados de las moléculas de acido
nucleico que coinciden con el otro de los dos haplotipos maternos para el primer subconjunto de loci
consecutivos; y
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(c) determinar el haplotipo heredado para la primera seccion genémica basado en una comparacion de la
primera cantidad con la segunda cantidad.

12. El método de la reivindicacion 11, en el que el primer subconjunto de loci vecinos se divide ademas en dos
subgrupos, en el que el primer subgrupo consiste en loci para los cuales los genotipos del padre coinciden con los
genotipos constitutivos de un primer haplotipo de la madre y el segundo subgrupo consiste en loci para los cuales
los genotipos del padre coinciden con los genotipos constitutivos de un segundo haplotipo de la madre; y en el que
(a)-(c) se realizan individualmente para los dos subgrupos, comprendiendo ademas el método:

determinar el haplotipo heredado para la primera seccién genémica basado en los resultados de (c) para
estos dos subgrupos.

13. El método de la reivindicacion 1, que comprende ademas:
determinar que el feto ha heredado una mutacién de la madre por:
analizar el haplotipo de la madre que fue heredado por el feto; e
identificar la mutacion en el haplotipo heredado.

14. El método de la reivindicacién 1, en el que analizar una pluralidad de moléculas de acido nucleico de la muestra
biolégica incluye:

enriquecer la muestra bioldgica para acidos nucleicos en una region diana de un genoma; y/o

preferentemente secuenciar los acidos nucleicos en la region diana, y en donde una primera pluralidad de
loci esta en la region diana.

15. Un medio legible por ordenador que almacena un coédigo de software capaz de ser ejecutado por un sistema
informatico, estando configurado el cédigo de software, cuando se ejecuta, para hacer que el sistema informatico
realice un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes.
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10 ——

Identificar la primera pluralidad de loci cuando
el genoma maternal es heterocigotico

\ 4

Determinar cada uno de los dos haplotipos
maternales para una primera pluralidad de loci

¥

130 ——

Determinar un alelo heredado por el feto a partir
del padre en cada uno de los primeros loci

\ 4

Analizar los fragmentos de ADN en la muestra

140 ——— materna para obtener el genotipo de fragmentos en

los primeros loci

h 4

150 basado en los determinados alelos de las moléculas
™~ de acido nucleico, determinar las cantidades de los

respectivos alelos en cada uno de la primera

h 4

Comparar las cantidades relativas de los alelos respectivos de
160 ~ las moléculas de acido nucleico a mas de un locus de la primera
pluralidad de loci
A
170 — basado en la comparacion, determinar el haplotipo

qgue se hereda por el feto no nacido de la madre

180 — Analizar el genoma fetal para

A 4

mutaciones
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Padre Madre
FIG. 2 Hap | Hap I Hap 1l Hap IV
A A --——?- A G
G G A G
A A A G
A A G A
G G G A
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Padre Madre
FIG. 3 Hap | Hap I Hap il Hap IV
310

[

A A A G
G G A G +—+
................................................................ TR
Type "' Type
A A A A ] G B

A A G A
G G G A
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FIG. 4A
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FIG. 5A: Analisis SPRT para RHDO

Analisis tipo A: alelos paternos idénticos a Hap Il

Cromosoma Recuentos acumulativos Recuentos acumulativos Clasificacion
B para Hap Il _para Hap IV SPRT
: 0 0 no clasificado
SNPs\~__ 6 4 no clasificado
20 10 no clasificado
no clasificado
29 18 e
no clasificado
34 20 '
47 (reajugte) 2;(re?ajuste_) Hap I
6 4 no clasificado
16 10 no clasificado
Hap Il se llamé porque Hap Ill esta o5 16 no clasificado
sobre-representado en el plasma no clasificado
materno. 30 21 no clasificado
' 40 27 no clasificado
48 31
54 34 Hap Il

FIG. 5B: Analisis SPRT para RHDO

Cromosoma Recuentos acumulativos Recuentos acumulativos
P para Hap Il para Hap IV
0
10
20 21
29 28
34 33
47 (reajuste) 43 (reajuste)
Hap 11l se llamé porque Hap IV NO esta 6 4
sobre-representado a pesar de la presencia
de los alelos fetales heredados 16 14
paternalmente en el plasma materno. En 2
. . 25
otras palabras, los dos haplotipos estan
presentes en el plasma materno a 30 34
estadisticamente la misma concentracion
relativa 40 43
48 51
54 56
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700

Analizar fragmentos de ADN a partir de la muestra

710 — materna para identificar (1) una localizacion de la

molécula de acido nucleico en el genoma humano; y (2)
determinar el tipo de alelo

h 4
Determinar una primera pluralidad de loci en la que
720 — el genoma paterno es heterocigético y el genoma
materno es homocigético

\ 4

Determinar un haplotipo heredado del padre
730 — basado en los genotipos determinados en la
primera pluralidad de loci

1 -
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800

810 Determinar una primera pluralidad de loci en la
T que el padre y la madre son ambos
heterocigoéticos

Y

Determinar una segunda pluralidad de loci en
820

\ la que el padre es heterocigético, pero en la
que la madre es homocigotica

\ 4
Analizar los fragmentos a partir de la

830 muestra materna para identificar la
localizacion en el genoma humano y
el genotipo

v
Determinar el haplotipo paterno heredado
840 N analizando los genotipos determinados de
fragmentos en al menos uno de los segundos loci

h 4

850 Comparar las cantidades relativas de los
\ genotipos determinados de las moléculas de

acido nucleico en mas de un locus

h 4
Basado en el haplotipo paterno y la comparacioén de las

860 — cantidades relativas, determinar el haplotipo heredado de la
madre en la porcion del genoma cubierto por los primeros loci

FIG. 8
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Padre - Madre
FIG. 9
Hap | Hap II Hap Il Hap IV
[ A G j A G
C T
Region1 < = G T T
Mut WT | Mut L WT
A T A L T
Region 2 { c T c - ©
AT T T T B =

Mut = mutacion
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Analizar fragmentos a partir de la muestra materna
1010 ——— para identificar la localizacion en el genoma humano y
el tipo alelo

\ 4
Determinar uno o mas primeros loci que son

1020 informativos (el genoma materno es homocigético,
pero un alelo no materno se detecta en la muestra)

\ 4

Para al menos uno de los primeros loci, determinar un primer
1030 —_ namero P de recuentos del primer alelo y un segundo
namero Q de recuentos del segundo alelo de feto en el locus

h 4

1040 \ Calcular la concentracion fraccional basada en los
primeros y segundos numeros

FIG. 10
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Determinar un valor de corte para un niumero
1110 —— de recuentos predichos del primer alelo
respectivo en el locus gsp\gavciﬂco

L ] Yt

A
Basado en el analisis de los fragmentos de ADN de la
1120 muestra materna, un primer alelo y un segundo alelo
se detectan en el locus

h 4
Determinar un numero de recuentos reales del primer
1130 | alelo respectivo en el locus basado en el analisis de
los fragmentos de ADN

\ 4

1140 Identificar el locus como uno de los primeros loci cuando
T el nimero de recuentos reales es menor que el valor de
corte

FIG. 11
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1600

1610 Analizar la muestra materna para identificar SNPs en los que la
™ madre es homocigotica y el feto es heterocigotico

\ 4

Deducir uno o mas alelos del haplotipo paterno
1620 — heredado por el feto

v -

4

1630 \ Comparar alelos paternos a haplotipos de referencia para
determinar el haplotipo heredado del padre

A 4

Determinar loci en los que la
1640 — madre es heterocigotica

- o

v

1650 Deducir haplotipos maternos usando los genotipos
\ maternos de la etapa 1640 y comparar los genotipos a
los haplotipos de referencia

h 4
Determinar el haplotipo materno heredado a partir de

1660 \ los dos haplotipos maternos y el haplotipo paterno
heredado

FIG. 16
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Secuenciar una pluralidad de 2400
2410 ———| moléculas de acido nucleico de la
muestra materna

Identificar una localizacion de cada una de
2420 la molécula de acido nucleico secuenciada
en el genoma humano

Determinar una secuencia materna
y secuencia paterna para cada una
2430 de al menos una parte de las
localizaciones

Identificar una primera secuencia de
2440 moléculas de acido nucleico que no esta
presente en las secuencias maternas o

natarnac datarminadac

Determinar una primera
2450 concentracion fraccional de la
primera secuencia en la muestra
|
I

biolégica

|

Determinar una segunda concentracion fraccional de

2480 acidos nucleicos fetales en la muestra biolégica usando un
acido nucleico paterno heredado que no esta presente en

el nenoma maternn
2470 Clasificar la primera secuencia es como una mutacion de

novo si las primeras y segundas concentraciones
fraccionales son aproximadamente las mismas

FIG.
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Combinacion de genotipo ~ [ No.de SNPs _Porcentaje (%)
Fetehaterpsigding 220,296 24.57
Madre hamadagtica, padrr batawndontica, 131,037 14.61

| Madre.hponcigyfica: fetnhptrrocingticow. 111,775 12.46
Madre homocigoética; padre heterocigético; 65,875 7.35
feto heterocigotico

| Madre homocigética; padre heterocigético; 65,162 7.27
feto homocigotico_

"Madre homocigética; padre heterocigético; 45,900 512
pero con diferentes alelos

Total 896,756 100
FIG. 25A
Celda Lectura en bruto Lectura alineada Tasa de
,de fijo total (millones) , fotal (millones) alineamiento, %
1 265 200 7529
2 274 208 75.22
3 268 204 75.96
FIG. 25B 4 254 193 76.10
5 258 196 76.02
& 280 215 76.60
7 272 207 15.97
8 253 192 7580
9 260 195 7517
10 265 208 78.11
11 245 188 76.68
12 249 180 76.22
13 250 189 71632
14 257 192 7479
15 250 187 7514
16 243 187 7693
17 270 200 74.25
18 258 197 76.48
19 258 193 74.98
20 253 193 76.31

59




ES 2 628 874 T3

Fig. 26. Concentracion fetal de ADN
estimada a partir de 20 FCs

N N B B B NS T Wm B

Padre hetero,

Padre hetero,

Crom. Madre homo, Madre homo, difer. '
e . Eeto hetera (%) ......alelos.(%). ...,
chr1 11.83 11.92
chr2 12.15 11.99
chr3 11.80 11.92
chr4 11.89 11.84
chr5 12.01 12.10
chré 12.00 11.80
chr7 12.14 11.75
chr8 12.04 11.95
chrg 11.70 11.82
chr10 11.57 11.75
chrii 11.88 11.90
chr12 12.09 11.80
chr13 12.39 11.94
chri4 11.90 11.84
chr15 11.75 11.61
chr16 11.93 11.36
chr1?7 11.77 11.49
chr18 11.99 11.74
chr19 M.77 12.02
chr20 11.74 11.56
chr21 11.74 11.37
chr22 11.81 11.34
chrX 12.03
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Fig. 27A. Proporcion de SNPs cubierta por lecturas

especificas fetales
(madre y padre homocigotico pero con diferentes alelos)
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Fig. 27B. Proporcion de SNPs cubierta por lecturas

especificas fetales
(madre y padre homocigético pero con diferentes alelos)
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Cobertura de alelos parentalmente heredados (%)

100 -
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Fig. 28A. Correlacion entre la cobertura de alelos parentalmente
heredados y recuentos de lectura (madre homocigotica; padre
heterocigotico; feto heterocigotico)
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{Cobertura de alelos parentalmente heredados (%)

Fig. 28B. Correlacion entre la cobertura de alelos parentalmente
heredados y numero de células de flujo secuenciadas (madre
homocigadtica; padre heterocigotico; feto heterocigotico)
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tasa de falsos-positivos (%)

tasa de falsos-positivos (%)
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Fig. 29A. Correlacion entre la tasa de falsos-positivos y el nimero de
células de flujo secuenciadas
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19
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Fig. 29B. Correlacion entre la tasa de falsos-positivos y el nimero de
células de flujo secuenciadas (madre homocigoética; padre heterocigotico;
con los mismos alelos)
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FIG. 35A
Lecturas con la mutacion CD41/42 paternalmente heredada

Recuento = 10

CGGGTATTGTCGTAGTCCTCACCTGTCTAGGGGTTTCCTGAGTTGGAGAC
CGGGTATTGTCGTAGTCCTCACCTGTCTAGGGGTTTCCTGAGTTGGAGAL
GGGTATTGTCGTAGTCCTCACCTGTCTAGGGGTTTCCTGAGTTGGAGACC
GGTATTGTCGTAGTCCTCACCTGTCTAGGGGTTTCCTGAGTTGGAGACCC
CGTAGTCCTCACCTGTCTAGGGGTTTCCTGAGTTGGAGACCCAGGTTCCC
GTAGTCCTCACCTGTCTAGGGGTTTCCTGAGTTGGAGACCCAGGTTCCCA
CTGTCTAGGGGTTTCCTGAGTTGGAGACCCAGGTTCCCATCTGOTGGTCG
TGTCTAGGGGTTTCCTGAGTTGGAGACCCAGGTTCCCATCTGOTGGTCGT
TTCCTGAGTGGGAGACCCAGGTTCCCATCTGGTGGTCGTCGGATTCCCAC
GTGGGAGACCCAGGTTCCCATCTGGTGGTCGTCGGATTCCCACCCTTTTA

STATTGTCOTAGTCCTCACCTGTCTAGGGGTTTCCTGAG
STATTGTCGTAGTCCTCACCTGTCTAGGGGTTTCLCTGAG
STATTGTCETAGTCCTCACCTETCTAGGGGTTTCCTGAG
STATTGTCGTAGTCCTCACCYGTCTAGGGGTTTCCTGAGTT

F l G 3 5 B STATTGTCGTAGTCCTCACCTGTCTAGGGGTTGCCTGAGTTTCTTGGA
. STATTGTCGTAGTCCTCACCTGTCTAGGGGTTTCCTGAGT TTCTIGGAG
STATTGTCOTAGTCCTCACCTGTCTAGGGOTTTCCTGAG T
STATTGTCGTAGTCCTCACCTGTCTAGGGGTTTCCTGAG
TATTGTCGTAGTCCTCACCTGTCTAGGGGTTTCCTGAG
TATTGTCGTAGTCCTCACCTGTCTAGGGGTTTCCTGAGT T TCTTGGAGAC
ATTGTCGTAGTCCTCACCTGTCTAGGGGTTTCCTGAG TTGGAGACC
TTGTCGTAGTCCTCACCTGTCTAGGGGTTTCCTGAGTTTCTYGGAGACCC
TCGTAGTCCTCACCTGTCTAGGGGTTTCCTGAGT THCTTGGAGACCCAGG
TCGGAGTCCTCACCTGTCTAGGGGTTTCCTGAGT TTCTIGGAGACCCAGG
CGTAGTCCTCACCTGTCTAGGGGTTTCCTGAGTT TCTIGGAGACCCAGGT
GTAGTCCTCACCTGTCTAGGOOTTTCCTOAGT TTE TTGGAGACLCAGGTT
TAGTCCTCACLTGTCTAGOGGTTTCCTGAG
AGTCCTCACCTGTCTAGGGGTTTCCTGAGY
AGTCCTCACCTETCTAGGGGTTTCCTGAG
GTCCTCACCTGTCTAGGGGTTTCCTGAGT
GTCCTCACCTGTCTAGGGGTTTCCTGAG
GTCCTCACCTGTCTAGGGGTTTCLTGAG
GTCCTCACCTGTCTAGGGGTTTCCYGAGT T T CTTGGAGACCCAGGTTCLC

TGGAGACCCAGOTTCCCATCT
TTGGAGACCCAGGTTCCCATCTGG
TGGAGACCCAGGTTCCCATCTGG
TGOAGACCCAGGTTCCCATCTGO

AGGGGTTTCCTGAGTTTe TTGGAGACCCAGGTTCCCATCTOGTGETCETC
ot : AGOGGTTTCCTOAGT? ! TTGGAGACCCAGGTTCCCATCTGRTGGTCETC
Lecturas con la secuencia ti po Salvaje en CD41/42 ACGGATTTCCTOACTTT CTGOOASACCCACCTTCCCATCTRR6EATCETE
TTGGAGACCCAGGTTCCCATCTGGTOTCETCG

S ey - ' TGGAGACCCAGGTTCCCATCTGGTGGTCGTCEG

SCTTTCCTGAGYT*C TTGGAGACCCAGGTTCCCATCTGGTGGTCGTCGGA

Recuento = 62

TTGGAGACCCAGGTTCLCATCTGOTGOTCOTLGGATTCCC
TGGAGACCCAGGTTLCCATCTGGTGOTCOTCGGATTCCC
TTGGAGACCCAGGTTCCCATCTGGTGRTCGTCGGATTCCC

Por tanto, % mutante = 10/72 = 0,1389

TGGAGACCCAGGTTCCCATCTOGTOGTCGTCGOATTCCCACC
TGGAGACCCAGGTTCCCATCTGGTOGTCGT CGGATICCCACC
TTGGAGACCCAGGTTCCCATCTGGTGGTCGTCOGATTCCCACC
TGGAGACCCAGGTTCCCATCTGGTGOTCGTCGGATTCCCACT

69



ES 2 628 874 T3

1 dey
opeolyise|o ON
opeolyise|o ON
opeolyise|o ON
opeolyise|o ON
opeolyise|o ON
opeolyise|o ON

rel
86
28
.8
6y
8¢
9c

uooesyise;n Al deH

‘Tnwnae

1 Y4
2ol
6el
Ok
/9
ey
44

]
b
¢

8¢
L
Zl
9

15
£
6¢
ey
174
Lz
ce

O <« < - <

2

= O O O «€ -

1

elwase|e] ap eulqo|b-e1aq ap gZ-1u UoIoBINA|.

[l dey

‘INWNde  0JUsNO8Y OlUBNJaY
0JUBNO8Y 0JUBNIBY |

AldeH

[l1deH

Al dey

Il deH

1l

00
1313
1919
11
1L

0194

LV
v
10
ov
ov
ke
19

aipepl

odiousgy

11

00
09
09
Li

alpedl

99051cs
pLovLes
§g/elcs
£2880CS
gv650cs
8YES0LS
2125025

G06¥0cs

207

£00eBCYSd
€79.€801 8!
9/066G.€8!
88585984
98Ge001Ls!
¥8aZy QLS
£8Gch /0L S

PIdNSAP

| | BlwOSOWOU9 |8 81qos eulqo|b-g sp odnub |9 ua y odi| sisijeuy :9¢ "bi4

LLaYo
LYo
LLayo
LIy
LYo
FLiYo
LYo

b dyo

o

70



ES 2 628 874 T3

i deH

opeolise[o oN
opeolise[o oN
opeolise[o oN
opeolise[o oN
opeolise[o oN
opeolise[o oN
opeolise[o oN
opeolise[o oN
opeolise[o oN
opeolise[o oN

opeolyise|o ON

uoloEOIISe|D

| | BlwOSOWOU9 |8 81qos eulqo|b-g sp odnub |9 ua g odi| sisijeuy :/¢ "bBi4

174
8l€

80¢€
e
Lle
121
GGl
0Ll
26
99

144
£c

Al deH
‘Tnwnae

OJuBaNddyY ojusnoay

g6¢
06¢

01¢
(354
LLL
eel
3Ll
62
79
VA
[A>
6l

elwase|e] ap euiqojb-ejaq ap gzZ-1u UgIoBINA|

[l dey
‘Tnwnae

g
04

99
(33
12>
[44
14
81
o¢e
[4%

(34
1914

AldeH

0OJuBNda9Y OJUSNIBY

S9
0c

85
or
8¢
Sl
6e
Gi
e
g

£l
8l

[l1deH

OO 00O €0 O-0 00 O O
OF b€ O € OO0 + O

Jd deH i dey

10
90

10
90
19
ov
ov
ov
ov
19

10
20

0194

12
02

19
02
19
ov
ov
ov
ov
19

10
02

aIpe

0 10)
09

00

319)
11
99

00

00
99

20
00

alped

9165¥9S
691099

815885G
12990¢€S
LGP¥P0ES
9EyCoes
¥0L10€S
6816625

OvLv62S
0€€6e82s

6106825
£169825

§506¥02S

207

8co8¢e0l sl
LP18E801 S

056¥Ceesd
9098.59s.
lgeeesLes!
0650L6vsd

¥18.280}s!
098,698

LyL01L6PSd
ragt eI AR

6809¢6/s/
AR AA RS

PIANSAP

LIy
LLyo
L Ly
LIy
LIy
L LU0
L LAy
LLayo
L Ly
L LIy
LLayo
Ly

AT

4D

71



ES 2 628 874 T3

Coordinados Recuentos acumulativos
" genémicos Alelos maternos en Recuentos para alelos en para alelos en SPRT
€ del SNP Clasificacion
Hapl Hap IT HapI Hap 1T Hap1 Hap 11
3251050 A G 2 15 22 15 No clasificado
3251284 G A 14 10 36 25 No clasificado
3251791 A G 18 11 54 36 Hap I
0865342 A G 3 5 3 No clasificado
9872792 A G 5 12 8 No clasificado
9874947 G C 1 3 13 11 No dlasfficado
15242479 G A 17 5 30 16 Hap
15710521 G A 1 2 1 2 No clasificado
15710672 A G 13 13 14 15 No clasificado
21895385 C T 15 3 29 18 No clasificado
22149641 T C 5 3 34 21 Hap I
22201527 A C 11 10 11 10 No clasificado
23806924 C T 20 9 31 19 No clasificado
31134605 A G 1 33 20 Hap I
32413115 C T 6 8 No clasificado
32473184 G A 8 9 14 17 No clasificado
35730716 A G 17 14 31 31 No clasificado
35903375 C T 7 9 38 40 No clasificado
35903407 G A 6 44 IY) No clasificado
35917535 T G 6 7 50 49 No clasificado
43475980 T G 7 16 57 65 No clasificado
47351305 A G 7 6 64 71 No dlasificado
48561783 A G 5 1 69 7 No clasificado
50676020 C T 19 15 88 87 No clasificado
53601143 A G 8 10 9% 97 No clasificado
54854802 T C 9 3 105 jo0 Nodasificado
74921254 C A 3 108 103 No clasificado
78102680 A C 5 13 106 o clasificado
78313644 C T 40 24 153 130 Hap I

FIG. 38A
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Coordinados Alelos maternos en Recuentos para alelos en Recuentos acumulativos
gendmicos para alelos en SPRT
¢ del SNP Clasificacion
- Hap 1 Hap Tl Hap 1 Hap 1 Hap1 Hap I
RAVE66A A G 3 0 3 0 No clasificado
84249796 A G 29 1 Y 12 Han T
100273993 T ¢ 16 10 16 n No clasificado
100494847 A G 13 5 29 15 Han T
106283058 G A 5 8 5 8 No clasificado
106783111 G A 13 o 1R 0 No clasificado
107283614 G A 10 4 2% 24 No clasificado
107335295 T G 5 1 3 % No clasificado
114785655 C T 1 7 44 ) No clasificado
117584160 G A R v ) 34 Han 1
118471031 T c 3 5 3 5 No clasificado
118488464 I T 5 15 8 . No clasificado
119474561 A T 5 4 13 2% No clasificado
193009736 C A 17 17 30 36 No clasificado
128506711 C G 4 3 34 19 No clasificado
130047404 C T 4 1 R 40 No clasificado
130243499 C T 13 19 41 59 No clasificado
134814366 C T 19 R s 67 No clasificado
134R 18744 G A 27 1R 0 RS No clasificado
134821671 c T 5 9 95 94 No clasificado
138307378 A T 7 3 10 97 No clasificado
138695073 A G 10 3 12 100 No clasificado
1447134364 C T 0 16 122 116 No clasificado
149577161 A G 1 5 133 121 No clasificado
150888835 C A 11 11 144 132 No clasificado
157381349 T ¢ 8 3 192, 139 Han T
159694738 e T | 0 ] 0 No clasificado
159848587 G A 4 f 5 13 No clasificado
FIG. 38B
Profundidad de
Ne total de secuenciacion Concentracion de N° total de N° de N° de
Caso SNPs - promedio para la fraccion de ADN clasificaciones Clasificaciones clzlasificaciones
informativos cada SNP (veces) fetal (%) de SPRT correctas incorrectas
PW226 57 176 19.4 9 9 0
PW263 62 15.8 184 4 4 (4}
PW316 30 18.5 17.4 2 2 0
PW370 54 18.9 It.s 1 1 0
PW421 T 196 153 ) 2 0

FIG. 39
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