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DESCRIPCION
Métodos y procesos para la evaluacion no invasiva de variaciones genéticas
Campo

La presente invencién esta definida por las reivindicaciones. En el presente documento se describe, en lineas
generales, tecnologia que se relaciona, en parte, con los métodos, procesos y maquinas para la evaluacién no invasiva
de variaciones genéticas.

Antecedentes

La informacién genética de los organismos vivos (por ejemplo, animales, plantas y microorganismos) y otras formas
de informacion genética de replicacion (por ejemplo, virus) se codifica en el acido desoxirribonucleico (ADN) o en el
acido ribonucleico (ARN). La informaciéon genética es una sucesion de nucledtidos o nucleétidos modificados que
representan la estructura primaria de los acidos nucleicos quimicos o hipotéticos. En los seres humanos, el genoma
completo contiene aproximadamente 30.000 genes ubicados en veinticuatro (24) cromosomas (véase The Human
Genome, T. Strachan, BIOS Scientific Publishers, 1992). Cada gen codifica una proteina especifica, que después de
la expresién mediante transcripcion y traduccién, cumple una funcién bioguimica especifica dentro de una célula viva.

Muchas afecciones médicas son causadas por una o mas variaciones genéticas. Ciertas variaciones genéticas causan
afecciones médicas que incluyen, por ejemplo, hemofilia, talasemia, Distrofia Muscular de Duchenne (DMD),
Enfermedad de Huntington (EH), Enfermedad de Alzheimer y fibrosis quistica (FQ) (Human Genome Mutations, D. N.
Cooper y M. Krawczak, BIOS Publishers, 1993). Dichas enfermedades genéticas pueden ser el resultado de una
adicion, sustitucion o delecion de un solo nucleétido en el ADN de un gen particular. Ciertos defectos de nacimiento
estan causados por una anomalia cromosémica, también conocida como aneuploidia, tal como Trisomia 21 (Sindrome
de Down), Trisomia 13 (Sindrome de Patau), Trisomia 18 (Sindrome de Edward), Monosomia X (Sindrome de Turner)
y ciertas aneuploidias de los cromosomas sexuales como el Sindrome de Klinefelter (XXY), por ejemplo. Otra variacion
genética es el sexo fetal, que a menudo se puede determinar basandose en los cromosomas sexuales X e Y. Algunas
variaciones genéticas pueden predisponer a un individuo a, o causar, una serie de enfermedades tales como, por
ejemplo, diabetes, arteriosclerosis, obesidad, diversas enfermedades autoinmunitarias y cancer (p. €j., colorrectal, de
mama, de ovario, de pulmon).

La identificacion de una o mas variaciones o varianzas genéticas puede llevar a un diagndstico de, o determinar la
predisposicion a, una afeccion médica particular. La identificacion de una varianza genética puede dar lugar a facilitar
una decision médica y/o emplear un procedimiento médico util. En determinados casos, la identificaciéon de una o mas
variaciones o varianzas genéticas implica el andlisis de ADN libre de células. EI ADN libre de células (ADNCcf) esta
compuesto de fragmentos de ADN que se originan a partir de la muerte celular y circulan en la sangre periférica. Las
altas concentraciones de ADNcf pueden ser indicativas de ciertas afecciones clinicas como el cancer, traumatismo,
quemaduras, infarto de miocardio, ictus, sepsis, infeccion y otras dolencias. Adicionalmente, el ADN fetal libre de
células (ADN-CCF) puede detectarse en el torrente sanguineo materno y usarse para varios diagnésticos prenatales
no invasivos. En el documento W0O2013/055817 se describen métodos, procesos y aparatos para la evaluacion no
invasiva de variaciones genéticas. En el documento W02011/091063 se describen métodos de deteccion definidos
por particiéon, entre otros, para determinar la aneuploidia fetal. En el documento W02010/065470 se describen
composiciones y métodos para distinguir el ADN masculino fetal del no fetal en una muestra de sangre entera materna
humana. En el documento WO2012/118745, se describe la deteccion de regiones de acido nucleico seleccionadas de
regiones pseudoautosémicas para identificar aneuploidia cromosémica sexual y para determinar el sexo fetal. Kitzman
JO, et al., Sci Transl Med. 6 de junio de 2012; 4 (137): 137ra76, han descrito la secuenciacion no invasiva del genoma
completo. Tabor HK, et al., Am J Med Genet A. 2012 Oct; 158A (10): 2382-4, han analizado la secuenciacion no
invasiva del genoma fetal.

La presencia de acido nucleico fetal en el plasma materno permite el diagnostico prenatal no invasivo a través del
analisis de una muestra de sangre materna. Por ejemplo, las anomalias cuantitativas del ADN fetal en el plasma
materno pueden asociarse con varios trastornos asociados con el embarazo, incluyendo preeclampsia, parto
prematuro, hemorragia antes del parto, placentacién invasiva, sindrome de Down fetal y otras aneuploidias
cromosomicas fetales. Por lo tanto, el analisis del acido nucleico fetal en plasma materno puede ser un mecanismo
util para el control del bienestar feto-materno.

Sumario

La presente invencién esta definida por las reivindicaciones. En particular, la presente invencién se refiere a un método
para determinar la presencia o ausencia de una aneuploidia cromosémica, que comprende: (a) obtener recuentos de
lecturas de secuencias de nucleétidos mapeadas en secciones gendmicas de un genoma de referencia, cuyas lecturas
de secuencias son: (i) lecturas de acido nucleico circulante libre de células de una muestra de ensayo de una gestante,
y (ii) lecturas de fragmentos de acido nucleico que son mas cortos que 160 bases, en donde la obtencién de recuentos
comprende eliminar lecturas de secuencias de nucleétidos que son de fragmentos mas largos de 160 bases; (b)
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normalizar los recuentos, generando asi recuentos normalizados de lecturas de secuencias mapeadas en las
secciones gendmicas; y (c) determinar la presencia o ausencia de una aneuploidia cromosémica de acuerdo con los
recuentos normalizados.

En el presente documento también se proporciona, en determinados aspectos, un método para determinar la presencia
0 ausencia de una variacion genética que comprende (a) mapear lecturas de secuencias de nucledtidos en un
subconjunto de secciones genémicas de un genoma de referencia, cuyas lecturas de secuencias son lecturas de acido
nucleico circulante libre de células de una muestra de ensayo de una gestante, en donde el subconjunto consiste
esencialmente en secciones genémicas en las que se mapea una cantidad significativa de lecturas de fragmentos de
acido nucleico mas cortos que aproximadamente 150 bases, (b) determinar la cantidad de lecturas de secuencias
mapeadas en el subconjunto de secciones gendmicas y (c) determinar la presencia o ausencia de una variacion
genética de acuerdo con la cantidad determinada en (b).

En el presente documento también se proporciona un sistema o una maquina que comprende uno o mas procesadores
y una memoria, cuya memoria comprende instrucciones ejecutables por uno o mas procesadores cuyas instrucciones
ejecutables por el uno o mas procesadores estan configuradas para (a) acceder a lecturas de secuencias de
nuclestidos mapeadas en un subconjunto de secciones gendmicas de un genoma de referencia, cuyas lecturas de
secuencias son lecturas de acido nucleico circulante libre de células de una muestra de ensayo de una gestante, en
donde el subconjunto consiste esencialmente en secciones gendmicas en las que se mapea una cantidad significativa
de lecturas de fragmentos de acido nucleico mas cortos que aproximadamente 150 bases, (b) determinar la cantidad
de lecturas de secuencias mapeadas en el subconjunto de secciones gendmicas; y (c) determinar la presencia o
ausencia de una variacion genética de acuerdo con la cantidad determinada en (b).

Ciertos aspectos de la tecnologia se describen con mas detalle en la siguiente descripcion, ejemplos, reivindicaciones
y dibujos.

Breve descripcion de los dibujos

Los dibujos ilustran la tecnologia descrita en el presente documento y no son limitantes. Para mayor claridad y facilidad
de ilustracion, los dibujos no estan hechos a escala y, en algunos casos, pueden mostrarse varios aspectos
exagerados o agrandados para facilitar la comprension de realizaciones particulares.

La FIG. 1 muestra una comparacioén por pares de FRS (estadistica de relacion fetal, por sus siglas en inglés) (eje
vertical izquierdo, histograma superior) y el nimero de exones por porcion de 50 kb (eje vertical derecho,
histograma inferior) para el cromosoma 13. Las porciones se muestran en la parte inferior, eje X horizontal.

La FIG. 2 muestra una comparacion por pares de FRS (eje vertical izquierdo, histograma superior) y el de contenido
de GC por porcion de 50 kb (eje vertical derecho, histograma inferior) para el cromosoma 13. Las porciones se
muestran en la parte inferior, eje X horizontal.

La FIG. 3 muestra una comparacién por pares del nimero de exones por porcion de 50 kb (eje vertical izquierdo,
histograma superior) y el contenido de GC por porcion de 50 kb (eje vertical derecho, histograma inferior) para el
cromosoma 13. Las porciones se muestran en la parte inferior, eje X horizontal.

La FIG. 4 muestra una comparacion por pares de FRS (eje vertical izquierdo, histograma superior) y el numero de
exones por porcion de 50 kb (eje vertical derecho, histograma inferior) para el cromosoma 18. Las porciones se
muestran en la parte inferior, eje X horizontal.

La FIG. 5 muestra una comparacion por pares de FRS (eje vertical izquierdo, histograma superior) y el de contenido
de GC por porcién de 50 kb (eje vertical derecho, histograma inferior) para el cromosoma 18. Las porciones se
muestran en la parte inferior, eje X horizontal.

La FIG. 6 muestra una comparacién por pares del nimero de exones por porcion de 50 kb (eje vertical izquierdo,
histograma superior) y el contenido de GC por porcion de 50 kb (eje vertical derecho, histograma inferior) para el
cromosoma 18. Las porciones se muestran en la parte inferior, eje X horizontal.

La FIG. 7 muestra una comparacion por pares de FRS (eje vertical izquierdo, histograma superior) y el nimero de
exones por porcion de 50 kb (eje vertical derecho, histograma inferior) para el cromosoma 21. Las porciones se
muestran en la parte inferior, eje X horizontal.

La FIG. 8 muestra una comparacion por pares de FRS (eje vertical izquierdo, histograma superior) y el de contenido
de GC por porcion de 50 kb (eje vertical derecho, histograma inferior) para el cromosoma 21. Las porciones se
muestran en la parte inferior, eje X horizontal.

La FIG. 9 muestra una comparacion por pares del numero de exones por porcion de 50 kb (eje vertical izquierdo,
histograma superior) y el contenido de GC por porcion de 50 kb (eje vertical derecho, histograma inferior) para el
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cromosoma 21. Las porciones se muestran en la parte inferior, eje X horizontal.

La FIG. 10 muestra un ajuste PERUN con puntuaciones Z de regresion local LOESS (eje X) frente a un ajuste
PERUN con puntuaciones Z de regresion local LOESS basadas en porciones "fetales no enriquecidas"” (eje Y) para
el cromosoma 21. Los cuatro cuadrantes representan concordancia y discordancia. Las lineas del cuadrante se
dibujan en Z = 3. Los cuadrantes superior derecho e inferior izquierdo estan separados por una linea diagonal gris
discontinua. La linea de puntos es una linea de regresion solo para muestras que no son T21. La linea de guiones
y puntos es una linea de regresion para muestras de T21 basadas en porciones con FRS elevadas.

La FIG. 11 muestra un ajuste PERUN con puntuaciones Z de regresion local LOESS (eje X) frente a un ajuste
PERUN con puntuaciones Z de regresion local LOESS basadas en porciones "fetales enriquecidas" (es decir,
porciones con FRS elevadas) (eje Y) para el cromosoma 21. Los cuatro cuadrantes representan concordancia y
discordancia. Las lineas del cuadrante se dibujan en Z = 3. Los cuadrantes superior derecho e inferior izquierdo
estan separados por una linea diagonal gris discontinua. La linea de puntos es una linea de regresion solo para
muestras que no son T21. La linea de guiones y puntos es una linea de regresion para muestras de T21 basadas
en porciones con FRS elevadas.

La FIG. 12 muestra un método para determinar la longitud de las porciones de acidos nucleicos, que incluye las
etapas de 1) hibridacién de la sonda (P; linea de puntos) con el fragmento (linea continua), 2) corte de la sonda y
3) medicién de la longitud de la sonda. La determinacién del tamafio del fragmento se muestra para un fragmento
derivado fetal (F) y un fragmento derivado materno (M).

La FIG. 13 muestra una distribucion de longitudes de fragmentos para tres métodos diferentes de preparacion de
bibliotecas. Incluyen enzimatico con limpieza automatizada de perlas, enzimatico sin limpieza automatizada de
perlas y TRUSEQ con limpieza automatizada de perlas. Las lineas verticales representan tamafos de fragmentos
de 143 bases y 166 bases.

La FIG. 14 muestra la representacion del cromosoma 13 sin un filiro de tamario de fragmento.
La FIG. 15 muestra la representacion del cromosoma 13 con un filtro de tamarfio de fragmento a 150 bases.
La FIG. 16 muestra la representacion del cromosoma 18 sin un filtro de tamafo de fragmento.
La FIG. 17 muestra la representacion del cromosoma 18 con un filtro de tamafio de fragmento a 150 bases.
La FIG. 18 muestra la representacion del cromosoma 21 sin un filiro de tamario de fragmento.
La FIG. 19 muestra la representacion del cromosoma 21 con un filtro de tamarfio de fragmento a 150 bases.

La FIG. 20 muestra la representacion del cromosoma 13 (Ajuste PERUN con LOESS) con filtros de tamafio de
fragmento variable.

La FIG. 21 muestra la representacion del cromosoma 18 (Ajuste PERUN con LOESS) con filtros de tamafio de
fragmento variable.

La FIG. 22 muestra la representacion del cromosoma 21 (Ajuste PERUN con LOESS) con filtros de tamafio de
fragmento variable.

La FIG. 23 muestra una tabla que presenta una descripcion de los datos utilizados para ciertos analisis.

La FIG. 24 muestra un ejemplo ilustrativo de un sistema en donde se pueden implementar ciertos casos de la
tecnologia.

Descripcion detallada

En el presente documento se proporcionan métodos para analizar polinucledtidos en una mezcla de acidos nucleicos
que incluyen, por ejemplo, métodos para determinar la presencia o ausencia de una variacion genética. La evaluacion
de una variacién genética, tal como, por ejemplo, una aneuploidia fetal, de una muestra materna generalmente implica
la secuenciacién del 4cido nucleico presente en la muestra, mapear las lecturas de secuencia a ciertas regiones en el
genoma, cuantificar las lecturas de secuencia para la muestra y analizar la cuantificacion. Dichos métodos a menudo
analizan directamente el acido nucleico en la muestra y obtienen lecturas de la secuencia de nucleétidos para la
totalidad o sustancialmente todo el acido nucleico en la muestra, lo que puede ser costoso y puede generar datos
superfluos y/o irrelevantes. Sin embargo, ciertas aproximaciones de separacion basadas en la secuencia y/o basadas
en la longitud combinadas con ciertos analisis basados en la secuencia y/o basados en la longitud, pueden generar
informacioén especifica sobre las regiones gendmicas selectivas, tal como, por ejemplo, un cromosoma especifico, y



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2772029 T3

en algunos casos, pueden diferenciar los origenes de los fragmentos de acido nucleico, como origenes maternos
frente a fetales. Ciertos métodos pueden incluir el uso de métodos de secuenciacion, técnicas de enriquecimiento y
analisis basados en la longitud. Ciertos métodos descritos en el presente documento pueden realizarse sin determinar
secuencias de nucleétidos de los fragmentos de acido nucleico. En el presente documento se proporcionan métodos
para analizar polinucleétidos en una mezcla de acidos nucleicos (por ejemplo, determinar la presencia o ausencia de
una aneuploidia fetal) utilizando una combinacién de aproximaciones de separacion y analisis basadas en la secuencia
y/o basadas en la longitud.

También se proporcionan métodos, procesos y maquinas utiles para identificar una variacion genética. Identificar una
variacion genética a veces comprende detectar una variacion en el nimero de copias y/o en ocasiones comprende
ajustar un nivel que comprende una variacién en el numero de copias. En algunos casos, se ajusta un nivel
proporcionando una identificacion de una o mas variaciones o varianzas genéticas con una probabilidad reducida de
un diagnéstico falso positivo o falso negativo. En algunos casos, la identificacion de una variacién genética mediante
un método descrito en el presente documento puede llevar a un diagnéstico de, o determinar una predisposicion a,
una afeccion médica particular. La identificacion de una varianza genética puede dar lugar a facilitar una decision
médica y/o emplear un procedimiento médico util.

También se proporcionan, en el presente documento, sistemas, maquinas y moédulos que, en algunos casos, pueden
realizar los métodos descritos en el presente documento.

Muestras

En el presente documento se proporcionan métodos y composiciones para analizar acido nucleico. En algunos casos
se analizan fragmentos de acido nucleico en una mezcla de fragmentos de acidos nucleicos. Una mezcla de acidos
nucleicos puede comprender dos 0 mas especies de fragmentos de acido nucleico que tienen diferentes secuencias
de nucledtidos, diferentes longitudes de fragmentos, diferentes origenes (p. €j., origenes gendémicos, origenes fetales
frente a origenes maternos, origenes celulares o tisulares, origenes de muestras, origenes de sujetos, y similares), o
combinaciones de los mismos.

El acido nucleico o una mezcla de acido nucleico utilizada en los métodos y maquinas descritos en el presente
documento a menudo se aisla de una muestra obtenida de un sujeto. Un sujeto puede ser cualquier organismo vivo o
no vivo, incluyendo, pero sin limitacion, un ser humano, un animal no humano, una planta, una bacteria, un hongo o
un protista. Se puede seleccionar cualquier animal humano o no humano, incluyendo, pero sin limitacion, mamifero,
reptil, ave, anfibio, peces, ungulado, rumiante, bovino (p. €j., una vaca), equino (p. €j., un caballo), caprino y ovino (por
ejemplo, oveja, cabra), porcino (por ejemplo, cerdo), camélido (por ejemplo, camello, llama, alpaca), mono, simio (por
ejemplo, gorila, chimpancé), ursido (por ejemplo, 0so), ave de corral, perro, gato, ratén, rata, peces, delfin, ballena y
tiburén. El sujeto puede ser macho o hembra (por ejemplo, una mujer, una gestante). El sujeto puede tener cualquier
edad (por ejemplo, puede ser un embrién, un feto, un bebé, un nifio, un adulto).

El acido nucleico puede aislarse de cualquier tipo de muestra biolégica adecuada o muestra (por ejemplo, una muestra
de ensayo). Una muestra o muestra de ensayo puede ser cualquier muestra aislada u obtenida de un sujeto o parte
del mismo (por ejemplo, un sujeto humano, una gestante, un feto). Ejemplos no limitantes de muestras incluyen liquido
o tejido de un sujeto, incluyendo, sin limitacién, sangre o un producto sanguineo (por ejemplo, suero, plasma o
similares), sangre de cordén umbilical, vellosidades coriénicas, liquido amnidtico, liquido cefalorraquideo, liquido
espinal, liquido de lavado (por ejemplo, broncoalveolar, gastrico, peritoneal, ductal, ético, artroscopico), muestra de
biopsia (por ejemplo, de embrién preimplantado), muestra de celocentesis, células (células sanguineas, células
placentarias, células embrionarias o fetales, células nucleadas fetales o restos de células fetales) o partes de las
mismas (por ejemplo, mitocondria, nucleo, extractos o similares), lavados del aparato reproductor femenino, orina,
heces, esputo, saliva, mucosa nasal, liquido prostatico, lavado, semen, liquido linfatico, bilis, lagrimas, sudor, leche
materna, liquido mamario, similares o combinaciones de los mismos. En algunos casos, una muestra bioldgica es un
frotis cervical de un sujeto. En algunos casos, una muestra biolégica puede ser sangre y, a veces, plasma o suero. El
término "sangre", como se usa en el presente documento, se refiere a una muestra o preparacion de sangre de una
mujer gestante o una mujer que esta siendo examinada para un posible embarazo. El término abarca sangre completa,
producto sanguineo o cualquier fracciéon de sangre, tal como suero, plasma, capa leucocitaria o similares, como se
define convencionalmente. La sangre o sus fracciones a menudo comprenden nucleosomas (por ejemplo,
nucleosomas maternos y/o fetales). Los nucleosomas comprenden acidos nucleicos y algunas veces estan libres de
células o son intracelulares. La sangre también comprende capas leucocitarias. Las capas leucocitarias a veces se
aislan usando un gradiente de Ficoll. Las capas leucocitarias pueden comprender glébulos blancos (por ejemplo,
leucocitos, linfocitos T, células B, plaquetas y similares). En ciertos casos, las capas leucocitarias comprenden acido
nucleico materno y/o fetal. El plasma sanguineo se refiere a la fraccion de sangre completa resultante de la
centrifugacion de la sangre tratada con anticoagulantes. El suero sanguineo se refiere a la porcién acuosa de liquido
que queda después de que una muestra de sangre se haya coagulado. Las muestras de liquido o tejido a menudo se
recolectan de acuerdo con protocolos convencionales que generalmente siguen los hospitales o clinicas. Para la
sangre, a menudo se recolecta una cantidad apropiada de sangre periférica (por ejemplo, entre 3 y 40 mililitros) y se
puede almacenar de acuerdo con procedimientos convencionales antes o después de la preparacion. Una muestra de
liquido o tejido de la que se extrae el acido nucleico puede ser acelular (por ejemplo, sin células). En algunos casos,
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una muestra de liquido o tejido puede contener elementos celulares o restos celulares. En algunos casos, se pueden
incluir células fetales o células cancerosas en la muestra.

Una muestra a menudo es heterogénea, lo que significa que esta presente en la muestra mas de un tipo de especie
de acido nucleico. Por ejemplo, el acido nucleico heterogéneo puede incluir, pero sin limitacién, (i) acido nucleico
derivado del feto y derivado de la madre, (ii) acido nucleico de cancer o no de cancer, (iii) acido nucleico de patégeno
y de hospedador, y mas generalmente, (iv) acido nucleico mutado y de tipo nativo. Una muestra puede ser heterogénea
porque esta presente mas de un tipo celular, tal como una célula fetal y una célula materna, una célula cancerosa y
no cancerosa, o0 una célula patdégena y hospedadora. En algunos casos hay una especie minoritaria de acido nucleico
y una especie mayoritaria de acido nucleico.

Para las aplicaciones prenatales de la tecnologia descrita en el presente documento, se puede obtener una muestra
de tejido o liquido de una mujer en una edad gestacional adecuada para la prueba, o de una mujer a la que se le esta
haciendo una prueba para un posible embarazo. La edad gestacional adecuada puede variar segun la prueba prenatal
que se esté realizando. En ciertos casos, una gestante esta a veces en el primer trimestre de gestacion, otras veces
en el segundo trimestre de gestacién o, a veces, en el tercer trimestre de gestacion. En ciertos casos, se recoge un
liquido o tejido de una gestante entre aproximadamente 1 y aproximadamente 45 semanas de gestacion fetal (por
ejemplo, a 1-4, 4-8, 8-12, 12-16, 16-20, 20-24, 24-28, 28-32, 32-36, 36-40 o 40-44 semanas de gestacion fetal), y a
veces entre aproximadamente 5 y aproximadamente 28 semanas de gestacion fetal (por ejemplo, a las 6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26 o 27 semanas de gestacion fetal). En ciertos casos, se
recoge una muestra de liquido o tejido de una gestante durante el parto o inmediatamente después del parto (por
ejemplo, de 0 a 72 horas después del parto) (por ejemplo, parto vaginal o no vaginal (por ejemplo, parto quirurgico)).

Adquisicién de Muestras de Sangre y Extraccion de ADN

Los métodos en el presente documento a menudo incluyen la separacion, enriquecimiento y analisis del ADN fetal
encontrado en la sangre materna como un medio no invasivo para detectar la presencia o ausencia de una variacién
genética materna y/o fetal y/o para monitorizar la salud de un feto y/o gestante durante y, a veces, después del
embarazo. Por lo tanto, las primeras etapas para practicar ciertos métodos del presente documento a menudo incluyen
obtener una muestra de sangre de una gestante y extraer ADN de una muestra.

Adquisicién de Muestras de Sangre

Se puede obtener una muestra de sangre de una gestante en una edad gestacional adecuada para la prueba utilizando
un método de la tecnologia actual. Una edad gestacional adecuada puede variar segun el trastorno examinado, como
se analiza a continuacién. La recogida de sangre de una mujer a menudo se realiza de acuerdo con el protocolo
convencional que generalmente siguen los hospitales o clinicas. Una cantidad apropiada de sangre periférica, por
ejemplo, generalmente entre 5-50 ml, a menudo se recolecta y puede almacenarse de acuerdo con el procedimiento
convencional antes de una preparacion adicional. Se pueden recoger muestras de sangre, almacenadas o
transportadas de una manera que minimice la degradacion o la calidad del acido nucleico presente en la muestra.

Preparacién de Muestras de Sangre

Se puede realizar un analisis de ADN fetal encontrado en sangre materna usando, por ejemplo, sangre completa,
suero o plasma. Se conocen métodos para preparar suero o plasma a partir de sangre materna. Por ejemplo, la sangre
de una gestante se puede colocar en un tubo que contiene EDTA o un producto comercial especializado como
Vacutainer SST (Becton Dickinson, Franklin Lakes, N.J.) para evitar la coagulacion de la sangre, y el plasma se puede
obtener, a continuacién, de la sangre completa mediante centrifugacion. El suero se puede obtener con o sin
centrifugacion después de la coagulacion sanguinea. Si se usa la centrifugacion, entonces generalmente, aunque no
de forma exclusiva, se realiza a una velocidad apropiada, por ejemplo, 1500-3000 veces g. El plasma o el suero
pueden someterse a etapas de centrifugacion adicionales antes de ser transferidos a un tubo nuevo para la extraccion
de ADN.

Ademas de la porcion acelular de la sangre completa, el ADN también puede recuperarse de la fraccién celular,
enriquecido en la porcién de capa leucocitaria, que se puede obtener después de la centrifugaciéon de una muestra de
sangre completa de la mujer y la eliminacion del plasma.

Extraccion de ADN

Existen numerosos métodos conocidos para extraer ADN de una muestra bioldgica, incluida la sangre. Se pueden
seguir los métodos generales de preparacion de ADN (por ejemplo, descritos por Sambrook y Russell, “Molecular
Cloning: A Laboratory Manual 32 ed., 2001); también se pueden usar diversos reactivos o kits disponibles
comercialmente, como el kit QlAamp Circulating Nucleic Acid de QlAgen, el mini kit QiaAmp DNA o el mini kit QiaAmp
DNA Blood (Qiagen, Hilden, Alemania), el kit de aislamiento de ADN en sangre GenomicPrep ™ (Promega, Madison,
Wisconsin) y el kit de purificacion de ADN gendmico en sangre GFX ™ (Amersham, Piscataway, NJ) para obtener
ADN de una muestra de sangre de una gestante. También pueden usarse combinaciones de mas de uno de estos
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métodos.

En algunos casos, la muestra puede primero enriquecerse o enriquecerse relativamente para el acido nucleico fetal
mediante uno o mas métodos. Por ejemplo, la discriminacién del ADN fetal y materno se puede realizar utilizando las
composiciones y procesos de la tecnologia desvelada en el presente documento, en solitario o en combinacion con
otros factores discriminantes. Ejemplos de estos factores incluyen, pero sin limitacion, diferencias de un solo nucleétido
entre los cromosomas X e Y, secuencias especificas del cromosoma Y, polimorfismos localizados en otras partes del
genoma, diferencias de tamario entre el ADN fetal y materno y diferencias en el patrén de metilacion entre los tejidos
maternos y fetales.

Se describen otros métodos para enriquecer una muestra para una especie particular de acido nucleico en la solicitud
de patente PCT numero PCT/US07/69991, presentada el 30 de mayo de 2007, solicitud de patente PCT n.°
PCT/US2007/071232, presentada 15 de junio de 2007, solicitudes provisionales de EE. UU. numeros 60/968.876 y
60/968.878 (asignadas al solicitante), (solicitud de patente PCT numero PCT/EP05/012707, presentada el 28 de
noviembre de 2005). En algunos casos, el acido nucleico materno se elimina de manera selectiva (ya sea parcial,
sustancialmente, casi completamente o completamente) de la muestra.

Los términos "acido nucleico" y "molécula de acido nucleico" se pueden usar indistintamente a lo largo de la
divulgacion. Los términos se refieren a los acidos nucleicos de cualquier composicion, tal como ADN (por ejemplo,
ADN complementario (ADNc), ADN gendmico (ADNg) y similares), ARN (por ejemplo, ARN mensajero (ARNm), ARN
inhibidor corto (ARNSsi), ARN ribosémico (ARNr), ARNt, microARN, ARN altamente expresado por el feto o placenta, y
similares), y/o analogos de ADN o ARN (por ejemplo, que contienen analogos de bases, analogos de azucar y/o una
cadena principal no natural y similares), hibridos de ARN/ADN y acidos nucleicos de poliamida (ANP), todos los cuales
pueden estar en forma monocatenaria o bicatenaria, y, a menos que se limite, pueden abarcar analogos conocidos de
nucledtidos naturales que pueden funcionar de una manera similar a los nucleétidos de origen natural. Un acido
nucleico puede ser o puede ser de, un plasmido, fago, secuencia de replicacion auténoma (SRA), centrémero,
cromosoma artificial, cromosoma u otro acido nucleico capaz de replicarse o replicarse in vitro o en una célula
hospedadora, una célula, un nucleo celular o citoplasma de una célula en algunos casos. En algunos casos, un acido
nucleico molde puede ser de un solo cromosoma (por ejemplo, una muestra de acido nucleico puede ser de un
cromosoma de una muestra obtenida de un organismo diploide). A menos que se limite especificamente, el término
abarca acidos nucleicos que contienen analogos conocidos de nucledétidos naturales que tienen propiedades de unién
similares a las del acido nucleico de referencia y se metabolizan de manera similar a los nucledtidos de origen natural.
A menos que se indique de otro modo, una secuencia particular de acido nucleico también abarca implicitamente
variantes modificadas conservativamente de la misma (por ejemplo, sustituciones de codones degenerados), alelos,
ortélogos, polimorfismos de un solo nucledtido (SNP) y secuencias complementarias, asi como la secuencia
explicitamente indicada. Especificamente, las sustituciones de codones degenerados pueden lograrse generando
secuencias en las que la tercera posicion de uno o mas codones seleccionados (o todos) esta sustituida con restos
de base mixta y/o desoxiinosina. El término acido nucleico se usa indistintamente con locus, gen, ADNc y ARNm
codificado por un gen. El término también puede incluir, como equivalentes, derivados, variantes y analogos de ARN
o ADN sintetizados a partir de analogos de nucleétidos, de cadena sencilla ("sentido" o "antisentido", cadenas "mas"
o cadenas "menos", marco de lectura "directo" o marco de lectura "inverso") y polinucleétidos bicatenarios. El término
"gen" significa el segmento de ADN implicado en la produccién de una cadena polipeptidica; incluye regiones que
preceden y siguen a la region codificante (lider y trailer) involucrada en la transcripcién/traduccion del producto génico
y la regulacion de la transcripcion/traduccion, asi como secuencias intermedias (intrones) entre segmentos de
codificacion individuales (exones).

Los desoxirribonucledtidos incluyen desoxiadenosina, desoxicitidina, desoxiguanosina y desoxitimidina. Para el ARN,
la base de citosina se reemplaza con uracilo. Se puede preparar un acido nucleico molde utilizando un &cido nucleico
obtenido de un sujeto como molde.

Aislamiento y procesamiento de Acidos Nucleicos

El acido nucleico puede derivar de una o mas fuentes (por ejemplo, células, suero, plasma, capa leucocitaria, liquido
linfatico, piel, suelo y similares) por métodos conocidos en la técnica. Se puede usar cualquier método adecuado para
el aislamiento, extraccion y/o purificacion de ADN de una muestra biolégica (por ejemplo, de sangre o un producto
sanguineo), cuyos ejemplos no limitantes incluyen métodos de preparacion de ADN (por ejemplo, descritos por
Sambrook y Russell, “Molecular Cloning: A Laboratory Manual 32 ed., 2001), varios reactivos o kits disponibles
comercialmente, tal como Kit QlAamp Circulating Nucleic Acid de Qiagen, el mini kit QiaAmp DNA o el mini kit QiaAmp
DNA Blood (Qiagen, Hilden, Alemania), el kit de aislamiento de ADN en sangre GenomicPrep ™ (Promega, Madison,
Wis) y el kit de purificacion de ADN gendmico en sangre GFX ™ (Amersham, Piscataway, N.J.), similares o
combinaciones de los mismos.

Los procedimientos y reactivos de lisis celular son conocidos en la técnica y generalmente se pueden realizan mediante
métodos quimicos (por ejemplo, detergente, soluciones hipoténicas, procedimientos enzimaticos y similares, o una
combinacion de los mismos), fisicos (por ejemplo, prensa francesa, sonicacion y similares) o de lisis electrolitica. Se
puede utilizar cualquier procedimiento de lisis adecuado. Por ejemplo, los métodos quimicos generalmente emplean
agentes de lisis para romper las células y extraer los acidos nucleicos de las células, seguido de un tratamiento con
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sales caotropicas. También son utiles los métodos fisicos tales como congelacién/descongelacion seguidos de
trituracion, el uso de prensas de células y similares. Los procedimientos de lisis de sal elevada también se utilizan
comunmente. Por ejemplo, se puede utilizar cualquier procedimiento de lisis alcalina. El procedimiento anterior
tradicionalmente incorpora el uso de soluciones de fenol-cloroformo, y se puede utilizar un procedimiento alternativo
libre de fenol-cloroformo que implique tres soluciones. En los ultimos procedimientos, una soluciéon puede contener
Tris 15 mM, pH 8,0; EDTA 10 mM y 100 ug/ml de RNasa A; una segunda solucién puede contener NaOH 0,2 Ny SDS
al 1%; y una tercera solucion puede contener KOAc 3 M, pH 5,5. Estos procedimientos se pueden encontrar en Current
Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, N.Y., 6.3.1-6.3.6 (1989).

El acido nucleico se puede aislar en un momento diferente en comparacién con otro acido nucleico, donde cada una
de las muestras proviene de la misma fuente o de una diferente. Un acido nucleico puede ser de una biblioteca de
acidos nucleicos, como una biblioteca de ADNc o ARN, por ejemplo. Un acido nucleico puede ser un resultado de la
purificacion de acido nucleico o el aislamiento y/o la amplificacion de las moléculas de &cido nucleico de la muestra.
El acido nucleico proporcionado para los procesos descritos en el presente documento puede contener acido nucleico
de una muestra o de dos o mas muestras (por ejemplo, de 1 o mas, 2 o mas, 3 o mas, 4 o mas, 5 0 mas, 6 o mas, 7
0 mas, 8 o mas, 9 o mas, 10 o mas, 11 o mas, 12 o mas, 13 o mas, 14 o mas, 15 o mas, 16 o mas, 17 o mas, 18 o
mas, 19 o mas, o 20 o0 mas muestras).

En ciertos casos, los acidos nucleicos pueden incluir acido nucleico extracelular. La expresion "acido nucleico
extracelular", como se usa en el presente documento, puede referirse a acido nucleico aislado de una fuente que
sustancialmente no contiene células y también se conoce como acido nucleico "libre de células”, "acido nucleico libre
de células circulante" (por ejemplo, fragmentos CCF) y/o "acido nucleico circulante libre de células”. El acido nucleico
extracelular puede estar presente y obtenerse de la sangre (por ejemplo, de la sangre de una gestante). El acido
nucleico extracelular a menudo incluye células no detectables y puede contener elementos celulares o restos celulares.
Ejemplos no limitantes de fuentes acelulares para el acido nucleico extracelular son sangre, plasma en sangre, suero
sanguineo y orina. Como se usa en el presente documento, la expresion "obtener acido nucleico de muestra circulante
libre de células" incluye obtener una muestra directamente (por ejemplo, recoger una muestra, por ejemplo, una
muestra de ensayo) u obtener una muestra de otra persona que haya recolectado una muestra. Sin quedar ligado a
teoria alguna, el acido nucleico extracelular puede ser un producto de la apoptosis celular y la degradacién celular,
que proporciona la base para el acido nucleico extracelular que a menudo tiene una serie de longitudes a través de
un espectro (por ejemplo, una "escala").

El acido nucleico extracelular puede incluir diferentes especies de acido nucleico y, por lo tanto, en el presente
documento se denomina "heterogéneo”. Por ejemplo, el suero o plasma sanguineo de una persona que tiene cancer
puede incluir acido nucleico de células cancerosas y acido nucleico de células no cancerosas. En otro ejemplo, el
suero o plasma sanguineo de una gestante puede incluir acido nucleico materno y acido nucleico fetal. En algunos
casos, el acido nucleico fetal a veces es de aproximadamente el 5% a aproximadamente el 50% del acido nucleico
total (por ejemplo, aproximadamente 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,
27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 0 49 % del total del acido nucleico
es acido nucleico fetal). En algunos casos, la mayoria del acido nucleico fetal en el acido nucleico tiene una longitud
de aproximadamente 500 pares de bases 0 menos (por ejemplo, aproximadamente el 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95,
96, 97, 98, 99 o0 100% del acido nucleico fetal tiene una longitud de aproximadamente 500 pares de bases o menos).
En algunos casos, la mayoria del acido nucleico fetal en el acido nucleico tiene una longitud de aproximadamente 250
pares de bases o menos (por ejemplo, aproximadamente el 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 o0 100% del
acido nucleico fetal tiene una longitud de aproximadamente 250 pares de bases o menos). En algunos casos, la
mayoria del acido nucleico fetal en el acido nucleico tiene una longitud de aproximadamente 200 pares de bases o
menos (por ejemplo, aproximadamente el 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 o0 100 % del &cido nucleico fetal
tiene una longitud de aproximadamente 200 pares de bases o0 menos). En algunos casos, la mayoria del acido nucleico
fetal en el acido nucleico tiene una longitud de aproximadamente 150 pares de bases o menos (por ejemplo,
aproximadamente el 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 0 100% del acido nucleico fetal tiene una longitud de
aproximadamente 150 pares de bases o menos). En algunos casos, la mayoria del acido nucleico fetal en el acido
nucleico tiene una longitud de aproximadamente 100 pares de bases o menos (por ejemplo, aproximadamente el 80,
85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 0 100% del acido nucleico fetal tiene una longitud de aproximadamente 100
pares de bases o menos). En algunos casos, la mayoria del acido nucleico fetal en el acido nucleico tiene una longitud
de aproximadamente 50 pares de bases o menos (por ejemplo, aproximadamente el 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96,
97, 98, 99 o0 100% del acido nucleico fetal tiene una longitud de aproximadamente 50 pares de bases o menos). En
algunos casos, la mayoria del acido nucleico fetal en el acido nucleico tiene una longitud de aproximadamente 25
pares de bases o menos (por ejemplo, aproximadamente el 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 o0 100% del
acido nucleico fetal tiene una longitud de aproximadamente 25 pares de bases o menos).

En ciertos casos, puede proporcionarse acido nucleico para llevar a cabo los métodos descritos en el presente
documento sin procesar la(s) muestra(s) que contiene(n) el acido nucleico. En algunos casos, puede proporcionarse
acido nucleico para realizar los métodos descritos en el presente documento después del procesamiento de la(s)
muestra(s) que contiene(n) el acido nucleico. Por ejemplo, un acido nucleico se puede extraer, aislar, purificar, purificar
parcialmente o amplificar a partir de la(s) muestra(s). El término "aislado", como se usa en el presente documento, se
refiere al acido nucleico eliminado de su entorno original (por ejemplo, el entorno natural si es de origen natural, o una
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célula hospedadora si se expresa de forma exdgena), y por lo tanto se altera por la intervencién humana (por ejemplo,
"por la mano del hombre ") de su entorno original. La expresion "acido nucleico aislado" como se usa en el presente
documento puede referirse a un acido nucleico eliminado de un sujeto (por ejemplo, un sujeto humano). Se puede
proporcionar un acido nucleico aislado con menos componentes no-acido nucleico (por ejemplo, proteina, lipido) que
la cantidad de componentes presentes en una muestra fuente. Una composicién que comprende acido nucleico aislado
puede ser aproximadamente del 50% a mayor que el 99% libre de componentes no-acido nucleico. Una composicion
que comprende acido nucleico aislado puede ser de aproximadamente el 90%, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %,
97 %, 98 %, 99% o mayor que el 99% libre de componentes no-acido nucleico. El término "purificado” como se usa en
el presente documento puede referirse a un acido nucleico siempre que contenga menos componentes no-acido
nucleico (por ejemplo, proteina, lipido, carbohidrato) que la cantidad de componentes no-acido nucleico presentes
antes de someter el acido nucleico a un procedimiento de purificacién. Una composiciéon que comprende acido nucleico
purificado puede ser de aproximadamente el 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %,
91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99% o mayor que el 99% libre de otros componentes no-acido
nucleico. El término "purificado" como se usa en el presente documento puede referirse a un acido nucleico siempre
que contenga menos especies de acido nucleico que en la fuente de muestra de la que deriva el acido nucleico. Una
composicion que comprende acido nucleico purificado puede ser de aproximadamente el 90 %, 91 %, 92 %, 93 %,
94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 9 9% o mayor que el 99 % libre de otras especies de acidos nucleicos. Por ejemplo,
el acido nucleico fetal se puede purificar a partir de una mezcla que comprende acido nucleico materno y fetal. En
algunos ejemplos, los nucleosomas que comprenden pequefios fragmentos de acido nucleico fetal pueden purificarse
a partir de una mezcla de complejos de nucleosomas mas grandes que comprenden fragmentos mas grandes de acido
nucleico materno.

En algunos casos, los acidos nucleicos se fragmentan o escinden antes, durante o después de un método descrito en
el presente documento. El acido nucleico fragmentado o escindido puede tener una longitud nominal, promedio o
media de aproximadamente 5 a aproximadamente 10.000 pares de bases, aproximadamente 100 a aproximadamente
1.000 pares de bases, aproximadamente 100 a aproximadamente 500 pares de bases, o aproximadamente 10, 15,
20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 2000,
3000, 4000, 5000, 6000, 7000, 8000 o 9000 pares de bases. Los fragmentos pueden generarse mediante un método
adecuado conocido en la técnica, y la longitud promedio, media o nominal de los fragmentos de acido nucleico puede
controlarse seleccionando un procedimiento apropiado de generacién de fragmentos.

Los fragmentos de acido nucleico pueden contener secuencias de nucledtidos solapantes, y tales secuencias
solapantes pueden facilitar la construccién de una secuencia de nucledtidos del acido nucleico homologo no
fragmentado, o un segmento del mismo. Por ejemplo, un fragmento puede tener subsecuencias x e y y otro fragmento
puede tener subsecuencias y y z, donde X, y y z son secuencias de nucleétidos que pueden tener una longitud de 5
nucleétidos o mayor. En ciertos casos, la secuencia de solapamiento y puede utilizarse para facilitar la construccion
de la secuencia de nucleétidos x-y-z en el acido nucleico a partir de una muestra. En ciertos casos, el acido nucleico
puede estar parcialmente fragmentado (por ejemplo, a partir de una reaccion de escision especifica incompleta o
terminada) o completamente fragmentado.

En algunos casos, el acido nucleico se fragmenta o escinde mediante un método adecuado, cuyos ejemplos no
limitantes incluyen métodos fisicos (p.€j., ruptura mecanica, por ejemplo, sonicacién, prensa francesa, calor, irradiacion
UV, similares), procesos enzimaticos (por ejemplo, agentes de escisién enzimatica (p.ej., una nucleasa adecuada, una
enzima de restriccion adecuada, una enzima de restriccion sensible a la metilacién adecuada)), métodos quimicos
(por ejemplo, alquilacion, DMS, piperidina, hidrdlisis acida, hidrdlisis basica, calor, similares o combinaciones de los
mismos), procesos descritos en la Publicacion de Solicitud de patente de EE. UU. N.° 20050112590, similares o
combinaciones de los mismos.

Como se usa en el presente documento, "fragmentacion” o "escision" se refiere a un procedimiento o condiciones en
las que una molécula de acido nucleico, tal como una molécula de gen molde de acido nucleico o un producto
amplificado de la misma, puede dividirse en dos o mas moléculas de acido nucleico mas pequefias. Dicha
fragmentacion o escision puede ser especifica de secuencia, especifica de base o inespecifica, y puede lograrse
mediante cualquiera de una variedad de métodos, reactivos o condiciones, incluyendo, por ejemplo, fragmentacion
quimica, enzimatica o fisica.

Como se usa en el presente documento, “fragmentos”, "productos de escision", "productos escindidos" o variantes
gramaticales de los mismos, se refieren a moléculas de acido nucleico resultantes de una fragmentacion o escision
de una molécula de gen del molde de acido nucleico o producto amplificado de la misma. Mientras que tales
fragmentos o productos escindidos pueden referirse a todas las moléculas de acido nucleico resultantes de una
reaccion de escision, generalmente tales fragmentos o productos escindidos se refieren solo a moléculas de acido
nucleico resultantes de una fragmentacién o escision de una molécula de gen del molde de acido nucleico o el
segmento de un producto amplificado de la misma que contiene la secuencia de nucledtidos correspondiente de una
molécula de gen del molde de acido nucleico. El término "amplificado" como se usa en el presente documento se
refiere a someter un acido nucleico diana en una muestra a un proceso que genera lineal o exponencialmente acidos
nucleicos de amplicon que tienen la misma o sustancialmente la misma secuencia de nucledtidos que el acido nucleico
diana, o segmento de los mismos. En ciertos casos, el término "amplificado" se refiere a un método que comprende
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una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Por ejemplo, un producto amplificado puede contener uno o mas
nucleétidos mas que la region de nucleétidos amplificada de una secuencia del molde de acido nucleico (por ejemplo,
un cebador puede contener nucledtidos "extra", como una secuencia de iniciacién transcripcional, ademas de
nuclestidos complementarios a una molécula de gen del molde de acido nucleico, dando como resultado un producto
amplificado que contiene nucledtidos "extra" o nucledtidos que no corresponden a la regién de nucledtidos amplificada
de la molécula de gen del molde de acido nucleico). Por consiguiente, los fragmentos pueden incluir fragmentos que
surgen de segmentos o partes de moléculas de acido nucleico amplificadas que contienen, al menos en parte, la
informacion de la secuencia de nucleétidos de o basada en la molécula de molde de acido nucleico representativa.

Como se usa en el presente documento, la expresién "reacciones de escision complementarias" se refiere a las
reacciones de escision que se llevan a cabo en el mismo acido nucleico usando diferentes reactivos de escisién o
alterando la especificidad de escision del mismo reactivo de escisidon de tal manera que se generan patrones de
escision alternativos de la misma diana o acido nucleico de referencia o proteina. En ciertos casos, el acido nucleico
puede tratarse con uno o mas agentes de escision especificos (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 0 mas agentes
de escision especificos) en uno o mas vasos de reaccion (por ejemplo, el acido se trata con cada agente de escision
especifico en un vaso separado). La expresidon "agente de escision especifico”, como se usa en el presente
documento, se refiere a un agente, a veces un producto quimico o una enzima que puede escindir un acido nucleico
en uno o mas sitios especificos.

El acido nucleico también puede exponerse a un proceso que modifica ciertos nucleétidos en el acido nucleico antes
de proporcionar acido nucleico para un método descrito en el presente documento. Puede aplicarse, al acido nucleico,
un proceso que modifica selectivamente el acido nucleico basandose en el estado de metilacion de los nucleétidos en
el mismo, por ejemplo. Ademas, condiciones tales como alta temperatura, radiacion ultravioleta, radiacion X, pueden
inducir cambios en la secuencia de una molécula de acido nucleico. El acido nucleico se puede proporcionar en
cualquier forma adecuada Util para realizar un analisis de secuencia adecuado.

El acido nucleico puede ser monocatenario o bicatenario. EIl ADN monocatenario, por ejemplo, puede generarse
desnaturalizando ADN bicatenario mediante calentamiento o por tratamiento con élcali, por ejemplo. En ciertos casos,
el acido nucleico esta en una estructura de bucle D, formada por la invasién de la cadena de una molécula de ADN
duplex por un oligonucledtido o una molécula similar a ADN, como el acido nucleico peptidico (ANP). La formacion del
bucle D se puede facilitar mediante la adicién de la proteina RecA de E. Coli y/o mediante la alteracién de la
concentracion de sal, por ejemplo, utilizando métodos conocidos en la técnica.

Dianas genémicas

En algunos casos, los acidos nucleicos diana, también denominados en el presente documento fragmentos diana,
incluyen fragmentos de polinucledtidos de una regién gendmica particular o una pluralidad de regiones genémicas (por
ejemplo, cromosoma unico, conjunto de cromosomas Yy/o ciertas regiones cromosomicas). En algunos casos, dichas
regiones gendmicas pueden asociarse con anomalias genéticas fetales (p. ej., Aneuploidia), asi como con otras
variaciones genéticas que incluyen, pero sin limitacion, mutaciones (p. ej., mutaciones puntuales), inserciones,
adiciones, deleciones, translocaciones, trastornos de repeticion de trinucleédtidos y/o polimorfismos de un solo
nucledtido (SNP). En algunos casos, los acidos nucleicos de referencia, también denominados en el presente
documento fragmentos de referencia, incluyen fragmentos de polinucleétidos de una region gendémica particular o una
pluralidad de regiones gendmicas no asociadas con anomalias genéticas fetales. En algunos casos, los acidos
nucleicos diana y/o de referencia (es decir, fragmentos diana y/o fragmentos de referencia) comprenden secuencias
de nucledtidos que son sustancialmente Unicas para el cromosoma de interés o cromosoma de referencia (p. €j.,
secuencias de nucledtidos idénticas o secuencias de nucledtidos sustancialmente similares que no se encuentran en
ninguna otra parte en el genoma).

En algunos casos, se analizan fragmentos de una pluralidad de regiones gendémicas. En algunos casos, se analizan
los fragmentos diana y los fragmentos de referencia de una pluralidad de regiones genémicas. En algunos casos, los
fragmentos de una pluralidad de regiones gendmicas se analizan para determinar la presencia, ausencia, cantidad
(por ejemplo, cantidad relativa) o proporcion de un cromosoma de interés, por ejemplo. En algunos casos, un
cromosoma de interés es un cromosoma sospechoso de ser aneuploide y se puede denominar en el presente
documento un "cromosoma de ensayo". En algunos casos, se analizan los fragmentos de una pluralidad de regiones
gendmicas para un supuesto cromosoma euploide. Un cromosoma de este tipo puede denominarse en el presente
documento un "cromosoma de referencia". En algunos casos, puede analizar una pluralidad de cromosomas de
ensayo. En algunos casos, los cromosomas de ensayo se seleccionan entre el cromosoma 13, el cromosoma 18 y el
cromosoma 21. En algunos casos, los cromosomas de referencia se seleccionan entre los cromosomas 1, 2, 3, 4, 5,
6,7,8,9,6 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, X e Y, y algunas veces, los cromosomas de referencia se
seleccionan de autosomas (es decir, no X ni Y). En algunos casos, el cromosoma 20 se selecciona como un
cromosoma de referencia. En algunos casos, el cromosoma 14 se selecciona como un cromosoma de referencia. En
algunos casos, el cromosoma 9 se selecciona como un cromosoma de referencia. En algunos casos, un cromosoma
de ensayo y un cromosoma de referencia son del mismo individuo. En algunos casos, un cromosoma de ensayo y un
cromosoma de referencia son de diferentes individuos.
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En algunos casos, los fragmentos de al menos una regiéon gendmica se analizan para un cromosoma de ensayo y/o
de referencia. En algunos casos, los fragmentos de al menos 10 regiones gendmicas (por ejemplo, aproximadamente
20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 o 90 regiones gendémicas) se analizan para un cromosoma de ensayo y/o un cromosoma de
referencia. En algunos casos, los fragmentos de al menos 100 regiones genémicas (por ejemplo, aproximadamente
200, 300, 400, 500, 600, 700, 800 o 900 regiones genodmicas) se analizan para un cromosoma de ensayo y/o un
cromosoma de referencia. En algunos casos, los fragmentos de al menos 1.000 regiones gendmicas (por ejemplo,
aproximadamente 2000, 3000, 4000, 5000, 6000, 7000, 8000 o 9000 regiones gendmicas) se analizan para un
cromosoma de ensayo y/o un cromosoma de referencia. En algunos casos, los fragmentos de al menos 10.000
regiones genomicas (por ejemplo, aproximadamente 20.000, 30.000, 40.000, 50.000, 60.000, 70.000, 80.000 0 90.000
regiones gendmicas) se analizan para un cromosoma de ensayo y/o un cromosoma de referencia. En algunos casos,
los fragmentos de al menos 100.000 regiones genémicas (por ejemplo, aproximadamente 200.000, 300.000, 400.000,
500.000, 600.000, 700.000, 800.000 o 900.000 regiones gendmicas) se analizan para un cromosoma de ensayo y/o
un cromosoma de referencia.

Determinacion del contenido de acido nucleico fetal

En algunos casos, se determina la cantidad de acido nucleico fetal (por ejemplo, concentracion, cantidad relativa,
cantidad absoluta, nUmero de copias y similares) en acido nucleico. En ciertos casos, la cantidad de acido nucleico
fetal en una muestra se denomina "fraccion fetal". En algunos casos, "fraccion fetal" se refiere a la fraccion de acido
nucleico fetal en el acido nucleico circulante libre de células en una muestra (por ejemplo, una muestra de sangre, una
muestra de suero, una muestra de plasma) obtenida de una mujer gestante. En algunos casos, un método en donde
se determina una variacién genética también puede comprender determinar la fraccion fetal. La determinacion de la
fraccion fetal se puede realizar de una manera adecuada, cuyos ejemplos no limitativos incluyen los métodos que se
describen a continuacion.

En algunos casos, la fraccion fetal se puede determinar, usando los métodos descritos en este documento para
determinar la longitud del fragmento. Los fragmentos de acido nucleico fetal libre de células generalmente son mas
cortos que los fragmentos de acido nucleico derivados de la madre (véase, por ejemplo, Chan et al. (2004) Clin. Chem.
50: 88-92; Lo et al. (2010) Sci. Transl. Med 2:61 ra91). Por lo tanto, la fraccion fetal se puede determinar, en algunos
casos, contando fragmentos bajo un umbral de longitud particular y comparando los recuentos con la cantidad de
acido nucleico total en la muestra. Los métodos para contar fragmentos de acido nucleico de una longitud particular
se describen con mas detalle a continuacion.

En ciertos casos, la cantidad de acido nucleico fetal se determina segun los marcadores especificos de un feto
masculino (por ejemplo, marcadores STR del cromosoma Y (por ejemplo, marcadores DYS 19, DYS 385, DYS 392);
marcador RhD en mujeres RhD negativas), relaciones alélicas de secuencias polimérficas, o de acuerdo con uno o
mas marcadores especificos de acido nucleico fetal y no de acido nucleico materno (por ejemplo, biomarcadores
epigenéticos diferenciales (por ejemplo, metilacion; descritos con mas detalle a continuacién) entre la madre y el feto,
o marcadores de ARN fetal en plasma sanguineo materno (véase, por ejemplo, Lo, 2005, Journal of Histochemistry
and Cytochemistry 53 (3): 293-296)).

La determinacion del contenido de acido nucleico fetal (por ejemplo, fraccidn fetal) a veces se realiza usando un
ensayo de cuantificacion fetal (FQA) como se describe, por ejemplo, en la publicacion de solicitud de patente de
Estados Unidos n® 2010/0105049. Este tipo de ensayo permite la deteccidn y cuantificacion de acido nucleico fetal en
una muestra materna en funcién del estado de metilacidon del acido nucleico en la muestra. En ciertos casos, la
cantidad de acido nucleico fetal de una muestra materna se puede determinar en relaciéon con la cantidad total de
acido nucleico presente, proporcionando asi el porcentaje de acido nucleico fetal en la muestra. En ciertos casos, el
numero de copias de acido nucleico fetal se puede determinar en una muestra materna. En ciertos casos, la cantidad
de acido nucleico fetal se puede determinar de una manera especifica de secuencia (0 de una porcién especifica) v,
a veces, con suficiente sensibilidad para permitir un analisis de dosis cromosémico preciso (por ejemplo, para detectar
la presencia o ausencia de una aneuploidia fetal).

Se puede realizar un ensayo de cuantificacion fetal (FQA) junto con cualquiera de los métodos descritos en el presente
documento. Dicho ensayo se puede realizar mediante cualquier método conocido en la técnica y/o descrito en la
publicacién de solicitud de patente de Estados Unidos n° 2010/0105049, tal como, por ejemplo, mediante un método
que pueda distinguir entre el ADN materno y fetal en funcion del estado de metilacion diferencial y cuantificar (es decir,
determinar la cantidad de) el ADN fetal. Métodos para diferenciar el acido nucleico basado en el estado de metilacion
incluye, pero no se limita a, captura sensible a la metilacion, por ejemplo, utilizando un fragmento MBD2-Fc en donde
el dominio de union a metilo de MBD2 se fusiona con el fragmento Fc de un anticuerpo (MBD-FC) (Gebhard et al.
(2006) Cancer Res. 66 (12): 6118-28); anticuerpos especificos de metilacion; métodos de conversion de bisulfito, por
ejemplo, MSP (PCR sensible a metilacion), COBRA, extension de cebador de un solo nucleétido sensible a metilacién
(Ms-SNuPE) o tecnologia Sequenom MassCLEAVE™:; y el uso de enzimas de restriccion sensibles a metilacion (por
ejemplo, digestion de ADN materno en una muestra materna usando una o mas enzimas de restriccion sensibles a
metilacion, enriqueciendo asi el ADN fetal). Las enzimas sensibles a metilo también pueden usarse para diferenciar el
acido nucleico basandose en el estado de metilacion, que, por ejemplo, pueden escindir o digerir preferencial o
sustancialmente en su secuencia de reconocimiento de ADN si este ultimo no esta metilado. Por lo tanto, una muestra
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de ADN no metilada se cortara en fragmentos mas pequefios que una muestra de ADN metilada y una muestra de
ADN hipermetilada no se escindira. Excepto donde se indique explicitamente, cualquier método para diferenciar el
acido nucleico basdndose en el estado de metilacion se puede usar con las composiciones y métodos de la tecnologia
en el presente documento. La cantidad de ADN fetal se puede determinar, por ejemplo, introduciendo uno o mas
competidores a concentraciones conocidas durante una reaccién de amplificacion. La determinacion de la cantidad de
ADN fetal también puede realizarse, por ejemplo, por RT-PCR, extension de cebadores, secuenciacion y/o recuento.
En ciertos casos, la cantidad de acido nucleico se puede determinar usando la tecnologia BEAMing como se describe
en la publicacion de solicitud de patente de Estados Unidos n°® 2007/0065823. En ciertos casos, la eficacia de
restriccion se puede determinar y la tasa de eficacia se utiliza para determinar adicionalmente la cantidad de ADN
fetal.

En ciertos casos, se puede usar un ensayo de cuantificacion fetal (FQA) para determinar la concentracion de ADN
fetal en una muestra materna, por ejemplo, mediante el siguiente método: a) determinar la cantidad total de ADN
presente en una muestra materna; b) digerir selectivamente el ADN materno en una muestra materna utilizando una
0 mas enzimas de restriccion sensibles a metilacién, enriqueciendo asi el ADN fetal; c) determinar la cantidad de ADN
fetal de la etapa b); y d) comparar la cantidad de ADN fetal de la etapa c) con la cantidad total de ADN de la etapa a),
determinando asi la concentracion de ADN fetal en la muestra materna. En ciertos casos, el nimero absoluto de copias
de acido nucleico fetal en una muestra materna puede determinarse, por ejemplo, usando espectrometria de masas
y/o un sistema que utiliza un enfoque competitivo de PCR para mediciones de nimeros absolutos de copias. Véanse,
por ejemplo, Ding y Cantor (2003) PNAS USA 100: 3059-3064, y la publicaciéon de solicitud de patente de Estados
Unidos n° 2004/0081993.

En ciertos casos, la fraccion fetal se puede determinar basandose en las relaciones alélicas de las secuencias
polimérficas (por ejemplo, polimorfismos de un solo nucledtido (SNP)), tal como, por ejemplo, el uso de un método
descrito en la publicacién de solicitud de patente de Estados Unidos n® 2011/0224087. En dicho método, las lecturas
de secuencia de nucledtidos se obtienen para una muestra materna y la fraccion fetal se determina comparando el
numero total de lecturas de secuencias de nucledtidos que mapean en un primer alelo y el numero total de lecturas
de secuencias de nucleétidos que mapean en un segundo alelo en un sitio polimérfico informativo (por ejemplo, SNP)
en un genoma de referencia. En ciertos casos, los alelos fetales se identifican, por ejemplo, por su contribucién
relativamente menor a la mezcla de acidos nucleicos fetales y maternos en la muestra en comparaciéon con la
contribucion principal a la mezcla de los acidos nucleicos maternos. Por consiguiente, la abundancia relativa de acido
nucleico fetal en una muestra materna se puede determinar como un parametro del nimero total de lecturas de
secuencias Unicas mapeadas en una secuencia de acido nucleico diana en un genoma de referencia para cada uno
de los dos alelos de un sitio polimorfico.

La cantidad de acido nucleico fetal en acido nucleico extracelular puede cuantificarse y usarse junto con un método
proporcionado en este documento. Por lo tanto, en ciertos casos, los métodos de la tecnologia descritos en el presente
documento comprenden una etapa adicional para determinar la cantidad de acido nucleico fetal. La cantidad de acido
nucleico fetal se puede determinar en una muestra de acido nucleico de un sujeto antes o después del procesamiento
para preparar una muestra de acido nucleico. En ciertos casos, la cantidad de acido nucleico fetal se determina en
una muestra después de que el acido nucleico de la muestra se procese y prepare, cantidad que se utiliza para una
evaluacién adicional. En algunos casos, un resultado comprende factorizar la fraccion de acido nucleico fetal en el
acido nucleico de la muestra (por ejemplo, ajustar los recuentos, eliminar muestras, hacer o no una seleccion).

La etapa de determinacion puede realizarse antes, durante, en cualquier punto de un método descrito en este
documento, o después de ciertos métodos (por ejemplo, deteccién de aneuploidia, determinacion de género fetal)
descritos en este documento. Por ejemplo, para lograr un método de determinacion de género o aneuploidia fetal con
una sensibilidad o especificidad dada, se puede implementar un método de cuantificacion de acido nucleico fetal antes,
durante o después de la determinacion de sexo o aneuploidia fetal para identificar esas muestras con mas de
aproximadamente 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 11%, 12%, 13%, 14%, 15%, 16%, 17 %, 18%, 19%, 20%,
21%, 22%, 23%, 24%, 25% o mas de acido nucleico fetal. En algunos casos, las muestras en las que se determina
que tienen una cierta cantidad umbral de acido nucleico fetal (por ejemplo, aproximadamente 15% o mas de acido
nucleico fetal; aproximadamente 4% o mas de acido nucleico fetal) se analizan adicionalmente para determinar el
geénero fetal o la aneuploidia, o la presencia o ausencia de aneuploidia o variacidon genética, por ejemplo. En ciertos
casos, las determinaciones de, por ejemplo, el género fetal o la presencia o ausencia de aneuploidia se seleccionan
(por ejemplo, se seleccionan y se comunican a un paciente) solo para muestras que tienen una cierta cantidad umbral
de acido nucleico fetal (por ejemplo, aproximadamente 15% o mas de acido nucleico fetal; aproximadamente 4% o
mas de acido nucleico fetal).

En algunos casos, la determinacion de la fraccion fetal o la determinacion de la cantidad de acido nucleico fetal no es
necesaria o no se requiere para identificar la presencia o la ausencia de una aneuploidia cromosémica. En algunos
casos, identificar la presencia o ausencia de una aneuploidia cromosémica no requiere la diferenciacidon de secuencia
del ADN fetal frente al materno. En ciertos casos, esto se debe a que se analiza la suma de la contribucion de las
secuencias materna y fetal en un determinado cromosoma, la porcion cromosomica o segmento del mismo. En algunos
casos, identificar la presencia o ausencia de una aneuploidia cromosémica no se basa en informacion de secuencia a
priori que distinga el ADN fetal del ADN materno.

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2772029 T3

Enriquecimiento y separacion de subpoblaciones de acido nucleico

En algunos casos, el acido nucleico (por ejemplo, el acido nucleico extracelular) esta enriquecido o relativamente
enriquecido para una subpoblacion o especie de acido nucleico. Las subpoblaciones de acido nucleico pueden incluir,
por ejemplo, acido nucleico fetal, acido nucleico materno, acido nucleico que comprende fragmentos de una longitud
o intervalo de longitudes particulares, o acido nucleico de una regién del genoma particular (por ejemplo, cromosoma
unico, conjunto de cromosomas Yy/o ciertas regiones cromosomicas). Dichas muestras enriquecidas se pueden usar
junto con un método que se proporciona en el presente documento. Por lo tanto, en ciertos casos, los métodos de la
tecnologia comprenden una etapa adicional de enriquecimiento para una subpoblaciéon de acido nucleico en una
muestra, tal como, por ejemplo, acido nucleico fetal. En ciertos casos, un método para determinar la fraccion fetal
descrito anteriormente también se puede usar para enriquecer el acido nucleico fetal. En ciertos casos, el acido
nucleico materno se elimina de manera selectiva (parcial, sustancialmente, casi completamente o completamente) de
la muestra. En ciertos casos, el enriquecimiento para un acido nucleico de especies con un bajo niumero de copias
particular (por ejemplo, acido nucleico fetal) puede mejorar la sensibilidad cuantitativa. Los métodos para enriquecer
una muestra para una especie particular de acido nucleico se describen, por ejemplo, en la Patente de Estados Unidos
n.° 6.927.028, la Publicacion de Solicitud de Patente Internacional N.° WO2007/140417, la Publicacion de Solicitud de
Patente Internacional N.° W0O2007/147063, la Publicacién de Solicitud de Patente Internacional N.° W0O2009/032779,
la Publicacion de Solicitud de Patente Internacional N.° W02009/032781, la Publicacion de Solicitud de Patente
Internacional N.° W02010/033639, la Publicacion de Solicitud de Patente Internacional N.° WO2011/034631, la
Publicacion de Solicitud de Patente Internacional N.° W02006/056480 y la Publicacion de Solicitud de Patente
Internacional N.° WO2011/143659.

En algunos casos, el acido nucleico se enriquece para ciertas especies de fragmentos diana y/o especies de
fragmentos de referencia. En ciertos casos, el acido nucleico se enriquece para una longitud de fragmentos de acidos
nucleicos o un intervalo de longitudes de fragmentos especificos utilizando uno o mas métodos de separacion basados
en la longitud descritos a continuacion. En ciertos casos, el acido nucleico se enriquece para fragmentos de una region
genomica seleccionada (por ejemplo, un cromosoma) utilizando uno o mas métodos de separacion basados en
secuencias descritos en el presente documento y/o conocidos en la técnica. Ciertos métodos de enriquecimiento para
una subpoblacion de acido nucleico (por ejemplo, acido nucleico fetal) en una muestra se describen en detalle a
continuacién.

Algunos métodos de enriquecimiento para una subpoblacion de acido nucleico (por ejemplo, acido nucleico fetal) que
se pueden usar con un método descrito en el presente documento incluyen métodos que aprovechan las diferencias
epigenéticas entre el acido nucleico materno y fetal. Por ejemplo, el acido nucleico fetal se puede diferenciar y separar
del acido nucleico materno en funcién de las diferencias de metilacién. Los métodos de enriquecimiento de acido
nucleico fetal basados en la metilacion se describen en la Publicacién de Solicitud de Patente de Estados Unidos
nuamero 2010/0105049. Tales métodos a veces implican la unidon de un &cido nucleico de muestra a un agente de
union especifico de la metilaciéon (proteina de uniéon a metil-CpG (MBD), anticuerpos especificos de metilacién y
similares) y la separacién del acido nucleico unido del acido nucleico no unido en funcién del estado de metilacion
diferencial. Tales métodos también pueden incluir el uso de enzimas de restriccion sensibles a la metilacion (como se
describe anteriormente; por ejemplo, Hhal y Hpall), que permiten el enriquecimiento de las regiones de acido nucleico
fetal en una muestra materna mediante la digestion selectiva del acido nucleico de la muestra materna con un enzima
que digiere selectiva y completamente o sustancialmente el acido nucleico materno para enriquecer la muestra en al
menos una regién de acido nucleico fetal.

Otro método de enriquecimiento para una subpoblacion de acido nucleico (por ejemplo, acido nucleico fetal) que se
puede usar con un método descrito en el presente documento es una aproximacién de secuencia polimérfica mejorada
por endonucleasas de restriccién, tal como un método descrito en la Publicacion de Solicitud de Patente de Estados
unidos N.° 2009/0317818. Tales métodos incluyen la escisién del acido nucleico que comprende un alelo no diana con
una endonucleasa de restriccion que reconoce el acido nucleico que comprende el alelo no-diana pero no el alelo
diana; y la amplificacion del acido nucleico no-escindido pero no el acido nucleico escindido, donde el acido nucleico
amplificado no-escindido representa acido nucleico diana enriquecido (por ejemplo, acido nucleico fetal) en relacién
con el acido nucleico no-diana (por ejemplo, acido nucleico materno). En ciertos casos, el acido nucleico puede
seleccionarse de manera que comprenda un alelo que tenga un sitio polimdrfico que sea susceptible de digestiéon
selectiva por un agente de escision, por ejemplo.

Algunos métodos de enriquecimiento para una subpoblacion de acido nucleico (por ejemplo, acido nucleico fetal) que
se pueden usar con un método descrito en el presente documento incluye aproximaciones de degradacion enzimatica
selectiva. Dichos métodos implican proteger las secuencias diana de la digestién por exonucleasas, facilitando, de
este modo, la eliminacion de secuencias no deseadas en una muestra (por ejemplo, ADN materno). Por ejemplo, en
una aproximacion, el acido nucleico de la muestra se desnaturaliza para generar acido nucleico monocatenario, el
acido nucleico monocatenario se pone en contacto con al menos un par de cebadores especificos de diana en
condiciones de hibridacion adecuadas, los cebadores hibridados se extienden por polimerizacion de nucleétidos
generando secuencias diana bicatenarias, y digiriendo el acido nucleico monocatenario utilizando una nucleasa que
digiere acido nucleico monocatenario (es decir, no-diana). En ciertos casos, el método se puede repetir durante al
menos un ciclo adicional. En ciertos casos, se usa el mismo par de cebadores especificos de diana para cebar cada
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uno del primer y segundo ciclos de extension y, en ciertos casos, se usan diferentes pares de cebadores especificos
de diana para el primer y segundo ciclos.

En algunos casos, el acido nucleico se enriquece para fragmentos de una regiéon gendmica seleccionada (por ejemplo,
un cromosoma) utilizando uno o mas meétodos de separacion basados en secuencias descritos en el presente
documento. En algunos casos, el acido nucleico se enriquece para una longitud o un intervalo de longitudes de
fragmento de polinucleétido especifico y para fragmentos de una region gendmica seleccionada (por ejemplo, un
cromosoma) usando una combinacién de métodos de separacion basados en la longitud y basados en la secuencia.
Dichos métodos de separacion basados en la longitud y en la secuencia se describen con mas detalle a continuacion.

Algunos métodos de enriquecimiento para una subpoblacién de acidos nucleicos (por ejemplo, acido nucleico fetal)
que se pueden usar con un método descrito en el presente documento, incluyen aproximaciones de secuenciacion de
firma masiva en paralelo (MPSS). La MPSS generalmente es un método de fase sdélida que utiliza la unién del
adaptador (es decir, marcador), seguido de la decodificacion del adaptador y la lectura de la secuencia de acido
nucleico en pequefios incrementos. Los productos de PCR marcados se amplifican, generalmente, de manera que
cada acido nucleico genera un producto de PCR con un marcador Unico. Los marcadores se utilizan a menudo para
unir los productos de PCR a microperlas. Después de varias rondas de determinaciéon de secuencia basada en la
union, por ejemplo, se puede identificar una firma de secuencia de cada perla. Se analiza cada secuencia de firma
(marcador MPSS) en un conjunto de datos MPSS, en comparacion con todas las demas firmas, y se cuentan todas
las firmas idénticas.

En ciertos casos, ciertos métodos de enriquecimiento (por ejemplo, ciertos métodos de enriquecimiento basados en
MPS y/o MPSS) pueden incluir aproximaciones basadas en la amplificacion (por ejemplo, PCR). En ciertos casos, se
pueden usar métodos de amplificacion especificos de loci (por ejemplo, utilizando cebadores de amplificacion
especificos de loci). En ciertos casos, se puede utilizar una aproximacion de PCR de alelo de SNP multiplex. En ciertos
casos, se puede utilizar una aproximacion de PCR de alelo de SNP multiplex en combinacién con la secuenciacion
uniplex. Por ejemplo, dicha aproximacion puede implicar el uso de PCR multiplex (por ejemplo, el sistema
MASSARRAY) y la incorporacion de secuencias de sonda de captura en los amplicones, seguido de una secuenciacion
utilizando, por ejemplo, el sistema MPSS de lllumina. En ciertos casos, se puede utilizar una aproximacion de PCR de
alelo SNP multiplex en combinacion con un sistema de tres cebadores y secuenciacion indexada. Por ejemplo, tal
aproximacion puede implicar el uso de PCR multiplex (por ejemplo, el sistema MASSARRAY) con cebadores que
tienen una primera sonda de captura incorporada en ciertos cebadores de PCR directos especificos de loci y
secuencias adaptadoras incorporadas en cebadores de PCR inversos especificos de loci, para generar, de este modo,
amplicones, seguida por una PCR secundaria para incorporar secuencias de captura inversa y codigos de barras de
indice molecular para la secuenciacion utilizando, por ejemplo, el sistema MPSS de lllumina. En ciertos casos, se
puede utilizar una aproximacion de PCR de alelo SNP multiplex en combinacién con un sistema de cuatro cebadores
y secuenciacion indexada. Por ejemplo, tal aproximacion puede implicar el uso de PCR multiplex (por ejemplo, el
sistema MASSARRAY) con cebadores que tienen secuencias adaptadoras incorporadas en los cebadores de PCR
tanto especificos de loci directos como especificos de loci inversos, seguida por una PCR secundaria para incorporar
secuencias de captura tanto directa como inversa y cédigos de barras de indice molecular para la secuenciacion
utilizando, por ejemplo, el sistema MPSS de lllumina. En ciertos casos, se puede utilizar una aproximacién de
microfluidos. En ciertos casos, se puede utilizar una aproximacion de microfluidos basada en matrices. Por ejemplo,
dicha aproximacion puede implicar el uso de una matriz de microfluidos (por ejemplo, Fluidigm) para la amplificacién
con baja complejidad y la incorporacion de sondas de indice y captura, seguido de secuenciacion. En ciertos casos,
se puede utilizar una aproximacion de microfluidos en emulsion, tal como, por ejemplo, PCR digital en gotitas.

En ciertos casos, se pueden usar métodos de amplificacién universal (por ejemplo, utilizando cebadores de
amplificacion universales o no especificos de loci). En ciertos casos, los métodos de amplificacion universal se pueden
utilizar en combinacioén con las aproximaciones descendentes (pull down). En ciertos casos, un método puede incluir
el analisis descendente de ultramero biotinilado (por ejemplo, ensayos descendentes de Agilent o IDT) a partir de una
biblioteca de secuenciacién amplificada universalmente. Por ejemplo, tal aproximacion puede implicar la preparacion
de una biblioteca convencional, el enriquecimiento para regiones seleccionadas mediante un ensayo descendente y
una etapa de amplificaciéon universal secundaria. En ciertos casos, las aproximaciones descendentes se pueden
utilizar en combinacion con métodos basados en la union. En ciertos casos, un método puede incluir un ensayo
descendente de ultrdmeros biotinilados con union al adaptador especifico de secuencia (por ejemplo, PCR
HALOPLEX, Halo Genomics). Por ejemplo, dicha aproximacion puede implicar el uso de sondas de selecciéon para
capturar fragmentos digeridos con enzimas de restriccion, seguido de la union de los productos capturados a un
adaptador, y la amplificaciéon universal seguida de la secuenciacion. En ciertos casos, las aproximaciones
descendentes se pueden utilizar en combinacién con métodos basados en la extension y union. En ciertos casos, un
método puede incluir la extension y la union de la sonda de inversién molecular (MIP). Por ejemplo, tal aproximacion
puede implicar el uso de sondas de inversion molecular en combinacién con adaptadores de secuencia seguidos de
amplificacion y secuenciacion universales. En ciertos casos, el ADN complementario se puede sintetizar y secuenciar
sin amplificacion.

En ciertos casos, las aproximaciones de extension y union se pueden realizar sin un componente descendente. En
ciertos casos, un método puede incluir la hibridacién, extension y uniéon de cebadores directos e inversos especificos
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de loci. Dichos métodos pueden incluir ademas amplificacion universal o sintesis de ADN complementario sin
amplificacion, seguido de secuenciacion. En ciertos casos, tales métodos pueden reducir o excluir secuencias de fondo
durante el analisis.

En ciertos casos, se pueden usar aproximaciones descendentes con un componente de amplificacion opcional o sin
componente de amplificacion. En ciertos casos, un método puede incluir un ensayo descendente modificado y unién
con incorporacion completa de sondas de captura sin amplificacion universal. Por ejemplo, dicha aproximacion puede
implicar el uso de sondas de selecciéon modificadas para capturar fragmentos digeridos con enzimas de restriccion,
seguido de la union de los productos capturados a un adaptador, amplificacién opcional y secuenciacién. En ciertos
casos, un método puede incluir un ensayo descendente biotinilado con extensién y unién de la secuencia adaptadora
en combinacién con la unién circular de una sola hebra. Por ejemplo, dicha aproximacion puede implicar el uso de
sondas de seleccién para capturar regiones de interés (es decir, secuencias diana), extension de las sondas, unién
del adaptador, unién circular de una sola hebra, amplificacidon opcional y secuenciacién. En ciertos casos, el analisis
del resultado de la secuenciacién puede separar las secuencias diana del fondo.

En algunos casos, el acido nucleico se enriquece para fragmentos de una regiéon genémica seleccionada (por ejemplo,
un cromosoma) utilizando uno o mas métodos de separacidon basados en secuencias descritos en el presente
documento. La separacion basada en secuencias generalmente se basa en secuencias de nucleétidos presentes en
los fragmentos de interés (por ejemplo, fragmentos diana y/o de referencia) y no presentes, sustancialmente, en otros
fragmentos de la muestra o estan presentes en una cantidad insustancial de los otros fragmentos (por ejemplo, 5 % o
menos). En algunos casos, la separacion basada en la secuencia puede generar fragmentos diana separados y/o
fragmentos de referencia separados. En ciertos casos, los fragmentos diana separados y/o los fragmentos de
referencia separados a menudo se aislan de los fragmentos restantes en la muestra de acido nucleico. En ciertos
casos, los fragmentos diana separados y los fragmentos de referencia separados también se aislan unos de otros (por
ejemplo, aislarse en compartimentos de ensayo separados). En ciertos casos, los fragmentos diana separados y los
fragmentos de referencia separados se aislan juntos (por ejemplo, se aislan en el mismo compartimento de ensayo).
En algunos casos, los fragmentos sin unir se pueden eliminar, degradar o digerir de forma diferencial.

En algunos casos, se usa un proceso selectivo de captura de acidos nucleicos para separar fragmentos diana y/o de
referencia de la muestra de acido nucleico. Los sistemas de captura de acidos nucleicos disponibles comercialmente
incluyen, por ejemplo, Sistema de captura de secuencias Nimblegen (Roche NimbleGen, Madison, WI); plataforma
BEADARRAY de lllumina (lllumina, San Diego, CA); plataforma GENECHIP de Affymetrix (Affymetrix, Santa Clara,
CA); Sistema de Enriquecimiento de Dianas SureSelect de Agilent (Agilent Technologies, Santa Clara, CA); y
plataformas relacionadas. Tales métodos generalmente implican la hibridacién de un oligonucleétido de captura a un
segmento o la totalidad de la secuencia de nucleétidos de un fragmento diana o de referencia y puede incluir el uso
de una fase solida (por ejemplo, una matriz de fase solida) y/o una plataforma basada en disoluciones. Los
oligonucleétidos de captura (a veces denominados "cebos") pueden seleccionarse o disefiarse de modo que hibriden
preferentemente con fragmentos de acido nucleico de regiones o loci genémicos seleccionados (por ejemplo, uno de
los cromosomas 21, 18, 13, X 0 Y, o un cromosoma de referencia). En ciertos casos, se puede usar un método basado
en hibridacion (por ejemplo, utilizando matrices de oligonucleétidos) para enriquecer las secuencias de acido nucleico
de ciertos cromosomas (por ejemplo, un cromosoma potencialmente aneuploide, cromosoma de referencia u otro
cromosoma de interés) o segmentos de interés del mismo.

Los oligonucledtidos de captura generalmente comprenden una secuencia de nucleétidos capaz de hibridar o
emparejar con un fragmento de acido nucleico de interés (por ejemplo, fragmento diana, fragmento de referencia) o
una porcion del mismo. Un oligonucledtido de captura puede ser de origen natural o sintético y puede estar basado en
ADN o ARN. Los oligonucleétidos de captura pueden permitir la separacion especifica de, por ejemplo, un fragmento
diana y/o de referencia de otros fragmentos en una muestra de acido nucleico. El término "especifico" o "especificidad",
como se usa en el presente documento, se refiere a la unién o hibridacion de una molécula a otra molécula, tal como
un oligonucledtido para un polinucleétido diana. “Especifico” o “especificidad” se refiere al reconocimiento, contacto y
formacion de un complejo estable entre dos moléculas, en comparacion con el reconocimiento, contacto o formacion
de complejos sustancialmente menor de cualquiera de esas dos moléculas con otras moléculas. Como se usa en el
presente documento, el término "emparejar” se refiere a la formacién de un complejo estable entre dos moléculas. Las
expresiones "oligonucleétido de captura”, "oligo de captura”, "oligo" u "oligonucleétido" se pueden usar indistintamente
en todo el documento, cuando se hace referencia a oligonucleétidos de captura. Las siguientes caracteristicas de los
oligonucledtidos se pueden aplicar a los cebadores y otros oligonucleétidos, tales como las sondas proporcionadas en
el presente documento.

Un oligonucleétido de captura puede disefiarse y sintetizarse usando un proceso adecuado, y puede ser de cualquier
longitud adecuada para hibridar con una secuencia de nucledtidos de interés y realizar procesos de separacion y/o
analisis descritos en el presente documento. Los oligonucleétidos pueden disefiarse basandose en una secuencia de
nucledtidos de interés (por ejemplo, secuencia de fragmentos diana, secuencia de fragmentos de referencia). En
algunos casos, un oligonucledtido puede ser de aproximadamente 10 a aproximadamente 300 nucledtidos, de
aproximadamente 10 a aproximadamente 100 nucledtidos, de aproximadamente 10 a aproximadamente 70
nucleostidos, de aproximadamente 10 a aproximadamente 50 nucleétidos, de aproximadamente 15 a aproximadamente
30 nucledtidos, o de aproximadamente 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50,
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55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o 100 nucledtidos de longitud. Un oligonucledtido puede estar compuesto de
nucleétidos de origen naturales y/o de origen no natural (por ejemplo, nucleétidos etiquetados), o una mezcla de los
mismos. Los oligonucledtidos adecuados para su uso con los casos descritos en el presente documento, pueden
sintetizarse y etiquetarse usando técnicas conocidas. Los oligonucleétidos se pueden sintetizar quimicamente de
acuerdo con el método del triéster de fosforamidita en fase sélida descrito por primera vez por Beaucage y Caruthers
(1981) Tetrahedron Letts. 22:1859-1862, utilizando un sintetizador automatizado, y/o como se describe en Needham-
VanDevanter et al. (1984) Nucleic Acids Res. 12: 6159-6168. La purificacion de oligonucledtidos puede efectuarse
mediante electroforesis en gel de acrilamida natural o mediante cromatografia liquida de intercambio aniénico de alto
rendimiento (HPLC), por ejemplo, como se describe en Pearson y Regnier (1983) J. Chrom. 255: 137-149.

En algunos casos, toda o una porcién de una secuencia de oligonucleétidos (de origen natural o sintética) puede ser
sustancialmente complementaria a una secuencia de fragmentos diana y/o de referencia o a una porcion de la misma.
Como se cita en el presente documento, "sustancialmente complementario" con respecto a las secuencias se refiere
a secuencias de nucleétidos que hibridaran entre si. La rigurosidad de las condiciones de hibridacion se puede alterar
para tolerar cantidades variables de desapareamientos de secuencia. Se incluyen las secuencias diana/referencia y
oligonucledtidos que son un 55% o mas, 56 % o mas, 57 % o mas, 58 % o mas, 59 % o mas, 60 % o mas, 61 % o
mas, 62 % o mas, 63 % o mas, 64 % o mas, 65 % o mas, 66 % o mas, 67 % o mas, 68 % o mas, 69 % o mas, 70 % o
mas, 71 % omas, 72 % o mas, 73 % o mas, 74 % o mas, 75 % o mas, 76 % o mas, 77 % o mas, 78 % o mas, 79 % o
mas, 80 % o mas, 81 % o mas, 82 % o mas, 83 % o mas, 84 % o mas, 85 % o mas, 86 % o mas, 87 % o mas, 88 % o
mas, 89 % o mas, 90 % o mas, 91 % o mas, 92 % o mas, 93 % o mas, 94 % o mas, 95 % o mas, 96 % o mas, 97 % o
mas, 98 % o mas o 99 % o mas complementarias entre si.

Los oligonucledtidos que son sustancialmente complementarios a una secuencia de acido nucleico de interés (por
ejemplo, secuencia de fragmentos diana, secuencia de fragmentos de referencia) o porcion de los mismos también
son sustancialmente similares al complemento de la secuencia de acido nucleico diana o una porcion relevante de los
mismos (por ejemplo, sustancialmente similares a la cadena no codificante del acido nucleico). Una prueba para
determinar si dos secuencias de nucledtidos son sustancialmente similares es determinar el porcentaje de secuencias
de nucledtidos idénticas compartidas. Como se cita en el presente documento, "sustancialmente similar" con respecto
a las secuencias se refiere a secuencias de nucleétidos que son un 55% o mas, 56 % o mas, 57 % o mas, 58 % o
mas, 59 % o mas, 60 % o mas, 61 % o mas, 62 % o mas, 63 % o mas, 64 % o mas, 65 % o mas, 66 % o mas, 67 % o
mas, 68 % o mas, 69 % o mas, 70 % omas, 71 % o mas, 72 % o mas, 73 % o mas, 74 % omas, 75 % omas, 76 % o
mas, 77 % o mas, 78 % o mas, 79 % o mas, 80 % o mas, 81 % o mas, 82 % o mas, 83 % o mas, 84 % o mas, 85 % o
mas, 86 % o mas, 87 % o mas, 88 % o mas, 89 % o mas, 90 % o mas, 91 % o mas, 92 % o mas, 93 % o mas, 94 % o
mas, 95 % o mas, 96 % o mas, 97 % o mas, 98 % o mas o0 99 % o mas idénticas entre si.

Las condiciones de emparejamiento (por ejemplo, condiciones de hibridacién) se pueden determinar y/o ajustar,
dependiendo de las caracteristicas de los oligonucleétidos utilizados en un ensayo. La secuencia y/o la longitud de los
oligonucleétidos pueden afectar, a veces, a la hibridacion a una secuencia de acido nucleico de interés. Dependiendo
del grado de desapareamiento entre un oligonucleétido y un acido nucleico de interés, se pueden usar condiciones de
rigurosidad baja, media o alta para efectuar el emparejamiento. Como se usa en el presente documento, la expresion
"condiciones rigurosas" se refiere a las condiciones para la hibridacion y el lavado. Los métodos para la optimizacién
de las condiciones de temperatura de reaccién de hibridacién son conocidos en la técnica y se pueden encontrar en
Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, N.Y., 6.3.1-6.3.6 (1989). Los métodos acuosos y no
acuosos se describen en esa referencia y se puede usar cualquiera de los dos. Ejemplos no limitantes de condiciones
de hibridacion rigurosas son la hibridacion en 6X de cloruro de sodio/citrato de sodio (SSC) a aproximadamente 45
°C, seguida de uno o mas lavados en 0,2 X de SSC, SDS al 0,1% a 50 °C. Otro ejemplo de condiciones de hibridacion
rigurosas es la hibridacion en 6X de cloruro de sodio/citrato de sodio (SSC) a aproximadamente 45 °C, seguida de uno
0 mas lavados en 0,2 X de SSC, SDS al 0,1% a 55 °C. Un ejemplo adicional de condiciones de hibridacion rigurosas
es la hibridacion en 6X de cloruro de sodio/citrato de sodio (SSC) a aproximadamente 45 °C, seguida de uno o0 mas
lavados en 0,2 X de SSC, SDS al 0,1% a 60 °C. A menudo, las condiciones de hibridacion rigurosas son la hibridacion
en 6X de cloruro de sodio /citrato de sodio (SSC) a aproximadamente 45 °C, seguida de uno o mas lavados en 0,2 X
de SSC, SDS al 0,1% a 65 °C. Mas a menudo, las condiciones de rigurosidad son fosfato de sodio 0,5 M, SDS al 7%
a 65 °C, seguido de uno o mas lavados a 0,2X de SSC, SDS al 1% a 65 °C. Las temperaturas de hibridacion rigurosas
también se pueden alterar (es decir, disminuir) con la adicién de ciertos disolventes organicos, formamida, por ejemplo.
Los disolventes organicos, como la formamida, reducen la estabilidad térmica de los polinucleétidos bicatenarios, de
modo que la hibridacion se puede realizar a temperaturas mas bajas, mientras se mantienen las condiciones rigurosas
y se prolonga la vida util de los acidos nucleicos que pueden ser labiles al calor.

Como se usa en el presente documento, la frase "hibridacion" o variaciones gramaticales de la misma, se refiere al
emparejamiento de una primera molécula de acido nucleico a una segunda molécula de acido nucleico en condiciones
de rigurosidad baja, media o alta, o en condiciones de sintesis de acidos nucleicos. La hibridacién puede incluir casos
en los que una primera molécula de acido nucleico se empareja a una segunda molécula de acido nucleico, donde la
primera y la segunda molécula de acido nucleico son complementarias. Como se usa en el presente documento,
"hibrida especificamente" se refiere a la hibridacion preferencial en condiciones de sintesis de acidos nucleicos de un
oligonucledétido a una molécula de acido nucleico que tiene una secuencia complementaria al oligonucleétido en
comparacién con la hibridacion a una molécula de acido nucleico que no tiene una secuencia complementaria. Por
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ejemplo, la hibridacion especifica incluye la hibridaciéon de un oligonucleétido de captura con una secuencia de
fragmentos diana que es complementaria al oligonucleétido.

En algunos casos, uno o mas oligonucledtidos de captura se asocian con un ligando de afinidad, como un miembro
de un par de unién (por ejemplo, biotina) o un antigeno que puede unirse a un agente de captura, como avidina,
estreptavidina, un anticuerpo o un receptor. Por ejemplo, un oligonucledétido de captura puede ser biotinilado de manera
que pueda capturarse en una perla recubierta con estreptavidina.

En algunos casos, uno o mas oligonucleétidos de captura y/o agentes de captura se enlazan eficazmente a un soporte
sélido o sustrato. Un soporte solido o sustrato puede ser cualquier sélido fisicamente separable al que un
oligonucledtido de captura pueda unirse directa o indirectamente, incluyendo, pero sin limitacién, superficies
proporcionadas por micromatrices y pocillos, y particulas tales como perlas (por ejemplo, perlas paramagnéticas,
perlas magnéticas, microperlas o nanoperlas), microparticulas y nanoparticulas. Los soportes soélidos pueden incluir,
por ejemplo, chips, columnas, fibras 6pticas, toallitas, filtros (por ejemplo, filtros de superficie plana), uno o mas
capilares, vidrio y vidrio modificado o funcionalizado (por ejemplo, vidrio de poro controlado (CPG)), cuarzo, mica,
membranas diazotizadas (papel o nailon), poliformaldehido, celulosa, acetato de celulosa, papel, ceramicas, metales,
metaloides, materiales semiconductores, puntos cuanticos, perlas recubiertas o particulas, otros materiales
cromatograficos, particulas metalicas; plasticos (incluyendo acrilicos, poliestireno, copolimeros de estireno y otros
materiales, polibutileno, poliuretanos, TEFLON™, polietileno, polipropileno, poliamida, poliéster, difluoruro de
polivinilideno (PVDF), y similares), polisacaridos, nailon o nitrocelulosa, resinas, silice o materiales a base de silice,
incluidos silicio, gel de silice y silicio modificado, Sephadex®, Sepharose®, carbono, metales (p.ej., acero, oro, plata,
aluminio, silicio y cobre), vidrios inorganicos, polimeros conductores (incluidos los polimeros tales como polipirrol y
poliindol); superficies micro o nanoestructuradas tales como matrices de colocaciéon de acidos nucleicos, superficies
decoradas con nanotubos, nanocables o nanoparticulas; o superficies porosas o geles tales como metacrilatos,
acrilamidas, polimeros de azucar, celulosa, silicatos y otros polimeros fibrosos o en cadena. En algunos casos, el
soporte sdélido o el sustrato pueden recubrirse utilizando recubrimientos pasivos o derivados quimicamente con
cualquier numero de materiales, incluidos polimeros, como los dextranos, acrilamidas, gelatinas o agarosa. Las perlas
y/o particulas pueden estar libres o en conexion unas con otras (por ejemplo, sinterizadas). En algunos casos, la fase
sélida puede ser una coleccién de particulas. En algunos casos, las particulas pueden comprender silice, y la silice
puede comprender diéxido de silice. En algunos casos, la silice puede ser porosa, y en algunos casos, la silice puede
ser no porosa. En algunos casos, las particulas comprenden ademas un agente que confiere una propiedad
paramagnética a las particulas. En ciertos casos, el agente comprende un metal, y en ciertos casos, el agente es un
oxido de metal, (por ejemplo, hierro u 6xidos de hierro, donde el 6xido de hierro contiene una mezcla de Fe2+ y Fe3+).
Los oligonucleétidos pueden unirse al soporte sélido mediante enlaces covalentes o mediante interacciones no
covalentes y pueden unirse al soporte sdlido directa o indirectamente (por ejemplo, a través de un agente intermediario,
como una molécula espaciadora o biotina). Una sonda puede estar unida al soporte solido antes, durante o después
de la captura del &cido nucleico.

En algunos casos, el acido nucleico se enriquece para una longitud o intervalo de longitudes particular, o longitudes
por debajo o por encima de un umbral o limite particular de fragmentos de acidos nucleicos, utilizando uno o mas
métodos de separacion basados en longitud. La longitud del fragmento de acido nucleico generalmente se refiere al
numero de nucledtidos en el fragmento. También se hace referencia a la longitud del fragmento de acido nucleico
como tamafo de fragmento de acido nucleico. En algunos casos, se realiza un método de separacion basado en
longitud sin medir longitudes de fragmentos individuales. En algunos casos, se realiza un método de separacion
basado en longitud junto con un método para determinar la longitud de fragmentos individuales. En algunos casos, la
separacion basada en la longitud se refiere a un procedimiento de fraccionamiento por tamafio en donde se puede
aislar la totalidad o parte del conjunto fraccionado (por ejemplo, retener) y/o analizar. Los procedimientos de
fraccionamiento por tamafio son conocidos en la técnica (por ejemplo, separacion en una matriz, separacion por un
tamiz molecular, separacion por electroforesis en gel, separacion por cromatografia en columna (por ejemplo,
columnas de exclusion por tamafo) y aproximaciones basadas en microfluidos). En ciertos casos, las aproximaciones
de separacién basadas en la longitud pueden incluir circularizaciéon de fragmentos, tratamiento quimico (por ejemplo,
formaldehido, polietilenglicol (PEG)), espectrometria de masas y/o amplificacion de acidos nucleicos de tamaro
especifico, por ejemplo.

En algunos casos, se separan de la muestra los fragmentos de acido nucleico de una cierta longitud, intervalo de
longitudes o longitudes por debajo o por encima de un umbral o limite particular. En algunos casos, fragmentos que
tienen una longitud por debajo de un umbral o limite particular (por ejemplo, 500 pb, 400 pb, 300 pb, 200 pb, 150 pb,
100 pb) se denominan fragmentos "cortos" y fragmentos que tienen una longitud superior a un umbral o limite particular
(por ejemplo, 500 pb, 400 pb, 300 pb, 200 pb, 150 pb, 100 pb) se denominan fragmentos "largos". En algunos casos,
se retienen los fragmentos de una cierta longitud, intervalo de longitudes o longitudes por debajo o por encima de un
umbral o limite particular, para su analisis mientras que no se retienen los fragmentos de una longitud o intervalo de
longitudes diferentes, o longitudes por encima o por debajo del umbral o limite para el analisis. En algunos casos, se
retienen fragmentos que tienen menos de aproximadamente 500 pb. En algunos casos, se retienen fragmentos que
tienen menos de aproximadamente 400 pb. En algunos casos, se retienen fragmentos que tienen menos de
aproximadamente 300 pb. En algunos casos, se retienen fragmentos que tienen menos de aproximadamente 200 pb.
En algunos casos, se retienen fragmentos que tienen menos de aproximadamente 150 pb. Por ejemplo, se retienen
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los fragmentos que tienen menos de aproximadamente 190 pb, 180 pb, 170 pb, 160 pb, 150 pb, 140 pb, 130 pb, 120
pb, 110 pb o 100 pb. En algunos casos, se retienen fragmentos que tienen de aproximadamente 100 pb a
aproximadamente 200 pb. Por ejemplo, se retienen fragmentos que son de aproximadamente 190 pb, 180 pb, 170 pb,
160 pb, 150 pb, 140 pb, 130 pb, 120 pb 0 110 pb. En algunos casos, se retienen los fragmentos que pueden estar en
el intervalo de aproximadamente 100 pb a aproximadamente 200 pb. Por ejemplo, se retienen fragmentos que estan
en el intervalo de aproximadamente 110 pb a aproximadamente 190 pb, 130 pb a aproximadamente 180 pb, 140 pb a
aproximadamente 170 pb, 140 pb a aproximadamente 150 pb, 150 pb a aproximadamente 160 pb, o 145 pb a
aproximadamente 155 pb. En algunos casos, se retienen los fragmentos que son de aproximadamente 10 pb a
aproximadamente 30 pb mas cortos que otros fragmentos de una determinada longitud o intervalo de longitudes. En
algunos casos, se retienen los fragmentos que son de aproximadamente 10 pb a aproximadamente 20 pb mas cortos
que otros fragmentos de una determinada longitud o intervalo de longitudes. En algunos casos, se retienen los
fragmentos que son de aproximadamente 10 pb a aproximadamente 15 pb mas cortos que otros fragmentos de una
determinada longitud o intervalo de longitudes.

En algunos casos, el acido nucleico se enriquece para una longitud, intervalo de longitudes particular o longitudes por
debajo o por encima de un umbral o limite particular de fragmento de acido nucleico, usando uno o mas métodos
basados en bioinformatica (por ejemplo, in silico). Por ejemplo, se pueden obtener lecturas de secuencias de
nucleodtidos para fragmentos de acidos nucleicos utilizando un proceso de secuenciacién de nucleétidos adecuado.
En algunos casos, tal como cuando se usa un método de secuenciacién de extremo pareado, la longitud de un
fragmento particular puede determinarse en funcién de las posiciones de las lecturas de secuencia mapeadas
obtenidas de cada extremo del fragmento. Las lecturas de secuencia utilizadas para un andlisis particular (por ejemplo,
la determinacion de la presencia o ausencia de una variacion genética) pueden enriquecerse o filtrarse de acuerdo
con una o mas longitudes de fragmentos o valores umbrales de longitud de fragmentos seleccionadas de fragmentos
correspondientes, como se describe con mas detalle en el presente documento.

Ciertos métodos de separacion basados en la longitud que se pueden usar con los métodos descritos en el presente
documento a veces emplean una aproximacién de marcado de secuencias selectivo, por ejemplo. La expresién
"marcado de secuencias" se refiere a la incorporacion de una secuencia reconocible y distinta en un acido nucleico o
poblacion de acidos nucleicos. La expresion "marcado de secuencias" como se usa en el presente documento tiene
un significado diferente a la expresion "marcador de secuencias" descrito mas adelante en el presente documento. En
tales métodos de marcado de secuencias, los acidos nucleicos de una especie de tamano de fragmento (por ejemplo,
fragmentos cortos) se someten a un marcado de secuencias selectivo en una muestra que incluye acidos nucleicos
largos y cortos. Tales métodos generalmente implican realizar una reaccién de amplificacién de acidos nucleicos
usando un conjunto de cebadores anidados que incluyen cebadores internos y cebadores externos. En ciertos casos,
uno o ambos de los cebadores internos se pueden marcar para introducir de este modo un marcador en el producto
de amplificacion diana. Los cebadores externos generalmente no se emparejan con los fragmentos cortos que portan
la secuencia diana (interna). Los cebadores internos pueden emparejarse a los fragmentos cortos y generar un
producto de amplificacién que lleva un marcador y la secuencia diana. Generalmente, el marcado de los fragmentos
largos se inhibe a través de una combinacién de mecanismos que incluyen, por ejemplo, la extension bloqueada de
los cebadores internos mediante el emparejamiento previo y la extensién de los cebadores externos. El
enriquecimiento para los fragmentos marcados se puede lograr mediante cualquiera de una variedad de métodos,
incluyendo, por ejemplo, la digestion con exonucleasa de acido nucleico monocatenario y la amplificacion de los
fragmentos marcados utilizando cebadores de amplificacion especificos para al menos un marcador.

Otro método de separacion basado en la longitud que se puede usar con los métodos descritos en el presente
documento implica someter una muestra de acidos nucleicos a precipitacion con polietilenglicol (PEG). Los ejemplos
de métodos incluyen los descritos en las Publicaciones de Solicitud de Patente Internacional N° WO2007/140417 y
WO02010/115016. Este método en general implica poner en contacto una muestra de acidos nucleicos con PEG en
presencia de una o mas sales monovalentes en condiciones suficientes para precipitar sustancialmente acidos
nucleicos grandes sin precipitar sustancialmente acidos nucleicos pequenos (por ejemplo, menos de 300 nucledtidos).

Otro método de enriquecimiento basado en el tamafo que se puede usar con los métodos descritos en el presente
documento implica la circularizacién por union, por ejemplo, usando circligase. Los fragmentos de acidos nucleicos
cortos generalmente pueden circularizarse con mayor eficacia que los fragmentos largos. Las secuencias no
circularizadas se pueden separar de las secuencias circularizadas, y los fragmentos cortos enriquecidos se pueden
usar para un analisis adicional.

Determinacién de la longitud del fragmento

En algunos casos, la longitud se determina para uno o mas fragmentos de acidos nucleicos. En algunos casos, la
longitud se determina para uno o mas fragmentos diana, identificando de este modo, una o mas especies de tamafio
de fragmento diana. La longitud se puede determinar para uno o mas fragmentos diana y uno o mas fragmentos de
referencia, identificando, de este modo, una o mas especies de longitud de fragmento diana y una o mas especies de
longitud de fragmento de referencia. En algunos casos, la longitud del fragmento se determina midiendo la longitud de
una sonda que hibrida con el fragmento, lo que se explica con mayor detalle a continuacion. La longitud del fragmento
de acido nucleico o de la sonda se puede determinar utilizando cualquier método en la técnica adecuado para
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determinar la longitud de fragmentos de acidos nucleicos, tal como, por ejemplo, un proceso sensible a la masa (por
ejemplo, espectrometria de masas (por ejemplo, espectrometria de masas por ionizacién por desorcion mediante laser
asistida por matriz (MALDI) y espectroscopia de masas por electropulverizacion (ES)), electroforesis (por ejemplo,
electroforesis capilar), microscopia (microscopia de efecto tunel, microscopia de fuerza atémica), midiendo la longitud
usando un nanoporo, y la determinacion de la longitud basada en la secuencia (por ejemplo, secuenciacion de extremo
pareado). En algunos casos, la longitud del fragmento o sonda se puede determinar sin utilizar un método de
separacion basado en la carga del fragmento. En algunos casos, la longitud del fragmento o sonda se puede
determinar sin utilizar un proceso de electroforesis. En algunos casos, la longitud del fragmento o sonda se puede
determinar sin utilizar un proceso de secuenciaciéon de nucleétidos.

Espectrometria de masas

En algunos casos, se usa la espectrometria de masas para determinar la longitud del fragmento de acido nucleico.
Los métodos de espectrometria de masas se usan generalmente para determinar la masa de una molécula, tal como
un fragmento de acido nucleico. En algunos casos, la longitud del fragmento de acido nucleico se puede extrapolar de
la masa del fragmento. En algunos casos un intervalo predicho de longitudes de fragmento de acido nucleico se puede
extrapolar de la masa del fragmento. En algunos casos la longitud del fragmento de acido nucleico se puede extrapolar
de la masa de una sonda que hibrida con el fragmento, que se describe con mas detalle a continuacién. En algunos
casos, la presencia de un acido nucleico diana y/o de referencia de una longitud determinada se puede verificar
comparando la masa de la sefial detectada con la masa esperada del fragmento diana y/o de referencia. La intensidad
de sefal relativa, por ejemplo, el maximo de masa en un espectro, para un fragmento de 4cido nucleico y/o la longitud
del fragmento particular, puede indicar a veces la poblacion relativa de las especies de fragmentos entre otros acidos
nucleicos en la muestra (véase, por ejemplo, Jurinke et al. (2004) Mol. Biotechnol. 26, 147-164).

La espectrometria de masas generalmente funciona ionizando compuestos quimicos para generar moléculas o
fragmentos de moléculas cargadas y midiendo sus relaciones masa a carga. Un procedimiento tipico de
espectrometria de masas implica varias etapas, que incluyen (1) cargar una muestra en el instrumento de
espectrometria de masas seguido de vaporizacion, (2) ionizacion de los componentes de la muestra por cualquiera de
una variedad de métodos (p. €j., impactando con un haz de electrones), dando como resultado particulas cargadas
(iones), (3) separacion de iones segun su relacion masa a carga en un analizador por campos electromagnéticos, (4)
deteccién de iones (por ejemplo, mediante un método cuantitativo) y (5) procesamiento de la sefial idnica en espectros
de masas.

Los métodos de espectrometria de masas son bien conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Burlingame et al.
Anal. Chem. 70:647R-716R (1998)), e incluyen, por ejemplo, espectrometria de masas cuadrupolar, espectrometria
de masas con trampa de iones, espectrometria de masas de tiempo de vuelo, espectrometria de masas con
cromatografia de gases y espectrometria de masas en tdndem que se pueden utilizar con los métodos descritos en el
presente documento. Los procesos basicos asociados con un método de espectrometria de masas son la generacion
de iones de fase gaseosa derivados de la muestra y la medicion de su masa. El movimiento de los iones de fase
gaseosa se puede controlar con precision utilizando campos electromagnéticos generados en el espectrometro de
masas. El movimiento de iones en estos campos electromagnéticos es proporcional a la m/z (relacion masa a carga)
del ion y esto constituye la base para medir la m/z y, por lo tanto, la masa de una muestra. El movimiento de iones en
estos campos electromagnéticos permite la contencion y el enfoque de los iones, lo que explica la alta sensibilidad de
la espectrometria de masas. Durante el curso de la medicién de m/z, los iones se transmiten con alta eficacia a
detectores de particulas que registran la llegada de estos iones. La cantidad de iones en cada m/z se demuestra
mediante maximos en un grafico donde el eje x es m/z y el eje y es la abundancia relativa. Los diferentes
espectrémetros de masas tienen diferentes niveles de resolucion, es decir, la capacidad de resolver maximos entre
iones estrechamente relacionados en masa. La resolucion se define como R = m/delta m, donde m es la masa de
iones y delta m es la diferencia de masa entre dos maximos en un espectro de masas. Por ejemplo, un espectrémetro
de masas con una resolucion de 1000 puede resolver un ion con una m/z de 100,0 de un ion con una m/z de 100,1.
Ciertos métodos de espectrometria de masas pueden utilizar varias combinaciones de fuentes de iones y analizadores
de masas, lo que permite flexibilidad en el disefio de protocolos de deteccion personalizados. En algunos casos, los
espectrometros de masas se pueden programar para transmitir todos los iones desde la fuente de iones al
espectrometro de masas de forma secuencial o al mismo tiempo. Se puede programar un espectrémetro de masas
para seleccionar iones de una masa particular para transmitirlos al espectrometro de masas mientras se bloquean
otros iones.

Varios tipos de espectrometros de masas estan disponibles o se pueden producir con diversas configuraciones. En
general, un espectrémetro de masas tiene los siguientes componentes principales: una entrada de muestra, una fuente
de iones, un analizador de masas, un detector, un sistema de vacio, un sistema de control de instrumentos y un
sistema de datos. La diferencia en la entrada de muestra, la fuente de iones y el analizador de masas generalmente
definen el tipo de instrumento y sus capacidades. Por ejemplo, una entrada puede ser una fuente de cromatografia
liquida de columna capilar o puede ser una sonda o etapa directa como la utilizada en la desorcidn con laser asistida
por matriz. Las fuentes de iones comunes son, por ejemplo, la electropulverizacion, incluida la nanopulverizacion y la
micropulverizacion o la desorcion con laser asistida por matriz. Los analizadores de masa incluyen, por ejemplo, un
filtro de masa cuadrupolar, un analizador de masas con trampa de iones y un analizador de masas de tiempo de vuelo.
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El proceso de formacién de iones es un punto de partida para el analisis del espectro de masas. Hay varios métodos
de ionizacion disponibles y la eleccion del método de ionizacién depende de la muestra utilizada para el analisis. Por
ejemplo, para el andlisis de polipéptidos puede ser deseable un procedimiento de ionizacion relativamente suave como
la ionizacion por electropulverizaciéon (ESI). Para ESI, se pasa una solucion que contiene la muestra a través de una
aguja fina con un alto potencial, lo que crea un campo eléctrico fuerte que produce una pulverizacién fina de gotas
altamente cargadas que se dirigen hacia el espectrometro de masas. Otros procedimientos de ionizacion incluyen, por
ejemplo, bombardeo por atomos rapidos (FAB), que utiliza un haz de alta energia de atomos neutros para golpear una
muestra sélida que causa desorcidon e ionizaciéon. La ionizacién por desorcién mediante laser asistida por matriz
(MALDI, por sus siglas en inglés) es un método en donde se usa un pulso laser para golpear una muestra que se ha
cristalizado en una matriz de compuesto absorbente de UV (por ejemplo, acido 2,5-dihidroxibenzoico, acido alfa-ciano-
4-hidroxicinamico, acido 3-hidroxipicolinico (3-HPA), citrato de di-amonio (DAC) y combinaciones de los mismos).
Otros procedimientos de ionizacién bien conocidos en la técnica incluyen, por ejemplo, descarga de plasma y luz
incandescente, ionizacion por desorcién de plasma, ionizacién por resonancia e ionizaciéon secundaria.

Existe una variedad de analizadores de masas disponibles que pueden combinarse con diferentes fuentes de iones.
Diferentes analizadores de masas tienen diferentes ventajas como se conoce en la técnica y como se describe en el
presente documento. El espectrometro de masas y los métodos elegidos para la deteccion dependen del ensayo
particular, por ejemplo, se puede usar un analizador de masas mas sensible cuando se genera una pequefa cantidad
de iones para la deteccion. A continuacion, se describen varios tipos de analizadores de masas y métodos de
espectrometria de masas.

La espectrometria de masa de movilidad i6nica (IM) es un método de separacion en fase gaseosa. IM separa los iones
en fase gaseosa en funcion de su seccion transversal de colision y se puede acoplar a la espectrometria de masas de
tiempo de vuelo (TOF). La IM-MS se discute con mas detalle por Verbeck et al. en el Journal of Biomolecular
Techniques (Vol. 13, Issue 2, 56-61).

La espectrometria de masas cuadrupolar utiliza un analizador o filtro de masa cuadrupolar. Este tipo de analizador de
masas esta compuesto por cuatro vastagos dispuestos como dos conjuntos de dos véastagos conectados
eléctricamente. Se aplica una combinacion de voltajes de rf y dc a cada par de vastagos que producen campos que
causan un movimiento oscilante de los iones a medida que se mueven desde el principio del filtro de masas hasta el
final. El resultado de estos campos es la produccion de un filtro de masas de paso alto en un par de vastagos y un
filtro de paso bajo en el otro par de vastagos. La superposicion entre el filtro de paso alto y paso bajo deja una m/z
definida que puede pasar ambos filtros y atravesar la longitud del cuadrupolar. Esta m/z se selecciona y permanece
estable en el filtro de masa cuadrupolar mientras que todos las demas m/z tienen trayectorias inestables y no
permanecen en el filtro de masas. Se obtiene un espectro de masas al rampear los campos aplicados de manera que
se selecciona una m/z creciente para pasar a través del filtro de masas y alcanzar el detector. Ademas, los cuadrupolos
también se pueden configurar para contener y transmitir iones de todas las m/z aplicando un campo de solo rf. Esto
permite que los cuadrupolos funcionen como lentes o sistemas de enfoque en regiones del espectrémetro de masas
donde se necesita la transmision de iones sin filtrado de masas.

Un analizador de masas cuadrupolar, asi como los otros analizadores de masas descritos en el presente documento,
pueden programarse para analizar una m/z o intervalo de masas definido. Debido a que el intervalo de masas deseado
del fragmento de acido nucleico es conocido, en algunos casos, un espectrometro de masas puede programarse para
transmitir iones del intervalo de masas correcto proyectado mientras se excluyen iones de un intervalo de masas mayor
o0 menor. La capacidad de seleccionar un intervalo de masas puede disminuir el ruido de fondo en el ensayo y, por lo
tanto, aumentar la relacién sefal-ruido. Por lo tanto, en algunos casos, un espectrometro de masas puede realizar una
etapa de separacion, asi como la deteccidn e identificaciéon de ciertos fragmentos de acido nucleico distinguibles en
masa.

La espectrometria de masas con trampa de iones utiliza un analizador de masas con trampa de iones. Generalmente,
los campos se aplican de manera que los iones de todas las m/z se atrapan inicialmente y oscilan en el analizador de
masas. Los iones ingresan a la trampa de iones desde la fuente de iones a través de un dispositivo de enfoque, como
un sistema de lente octopolar. La captura de iones se lleva a cabo en la region de captura antes de la excitacion y la
expulsion a través de un electrodo al detector. El analisis de masas se puede realizar mediante la aplicacion secuencial
de voltajes que aumentan la amplitud de las oscilaciones de una manera que expulsa iones de m/z en aumento fuera
de la trampa y dentro del detector. En contraste con la espectrometria de masas cuadrupolar, todos los iones se
retienen en los campos del analizador de masas, excepto aquellos con la m/z seleccionada. El control del nimero de
iones se puede lograr variando el tiempo durante el cual los iones se inyectan en la trampa.

La espectrometria de masas de tiempo de vuelo utiliza un analizador de masas de tiempo de vuelo. Generalmente,
primero se le da a un ion una cantidad fija de energia cinética mediante la aceleraciéon en un campo eléctrico (generado
por alto voltaje). Tras la aceleracion, el ion entra en una regién libre de campo o "deriva" donde viaja a una velocidad
que es inversamente proporcional a su m/z. Por lo tanto, los iones con m/z baja viajan mas rapidamente que los iones
con m/z alta. El tiempo requerido para que los iones viajen a lo largo de la region libre de campo se mide y se usa para
calcular la m/z del ion.
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La espectrometria de masas con cromatografia de gases a menudo puede ser un objetivo en tiempo real. La porcion
de cromatografia de gases (GC) del sistema separa la mezcla quimica en pulsos de analito y el espectrometro de
masas (MS) identifica y cuantifica el analito.

La espectrometria de masas en tdndem puede utilizar combinaciones de los analizadores de masas descritos
anteriormente. Los espectrometros de masas en tandem pueden usar un primer analizador de masas para separar los
iones de acuerdo con su m/z para aislar un ion de interés para un analisis adicional. A continuacion, el ion de interés
aislado se divide en iones de fragmentos (llamado disociacion activada por colisién o disociacion inducida por colision)
y los iones de fragmentos se analizan mediante el segundo analizador de masas. Estos tipos de sistemas de
espectrometro de masas en tandem se denominan en tandem en sistemas espaciales porque los dos analizadores de
masas estan separados en el espacio, generalmente por una celda de colisién. Los sistemas de espectrometros de
masas en tandem también incluyen sistemas de tandem en el tiempo donde se usa un analizador de masas, sin
embargo, el analizador de masas se usa secuencialmente para aislar un ion, inducir la fragmentacion y a continuacién
realizar el analisis de masas.

Los espectrémetros de masas en la categoria de tandem en el espacio tienen mas de un analizador de masas. Por
ejemplo, un sistema de espectrometro de masas de cuadrupolo en tdndem puede tener un primer filtro de masas de
cuadrupolo, seguido de una celda de colisidn, seguido de un segundo filtro de masas de cuadrupolo y a continuacién
el detector. Otra disposicion es utilizar un filtro de masa cuadrupolo para el primer analizador de masas y un analizador
de masas de tiempo de vuelo para el segundo analizador de masas con una celda de colisién que separa los dos
analizadores de masas. Otros sistemas en tandem son conocidos en la técnica, incluyendo espectrometria de masas
de tiempo de vuelo con reflectrén, sector en tdndem y sector-cuadrupolo.

Los espectrometros de masas en la categoria de tandem en el tiempo tienen un analizador de masas que realiza
diferentes funciones en diferentes momentos. Por ejemplo, se puede usar un espectrometro de masas con trampa de
iones para atrapar iones de todas las m/z. Se aplican una serie de funciones de escaneo rf que expulsan iones de
todas las m/z de la trampa, excepto la m/z de los iones de interés. Después de aislar la m/z de interés, se aplica un
pulso rf para producir colisiones con moléculas de gas en la trampa para inducir la fragmentacion de los iones. A
continuacion, los valores m/z de los iones fragmentados se miden con el analizador de masas. Los instrumentos de
resonancia ciclotronica de iones, también conocidos como espectrémetros de masas de transformada de Fourier, son
un ejemplo de sistemas en tandem en el tiempo.

Se pueden realizar varios tipos de experimentos de espectrometria de masas en tandem controlando los iones que se
seleccionan en cada etapa del experimento. Los diferentes tipos de experimentos utilizan diferentes modos de
operacioén, a veces llamados "exploraciones", de los analizadores de masas. En un primer ejemplo, llamado una
exploracion de espectro de masas, el primer analizador de masas y la celda de colision transmiten todos los iones
para el analisis de masas al segundo analizador de masas. En un segundo ejemplo, llamado una exploracién de iones
del producto, los iones de interés se seleccionan en funcion de la masa en el primer analizador de masas y luego se
fragmentan en la celda de colision. Los iones formados se analizan, a continuacion, las masas explorando el segundo
analizador de masas. En un tercer ejemplo, llamado rastreo de iones del precursor, el primer analizador de masas se
explora para transmitir secuencialmente los iones de masas analizadas en la celda de colision para la fragmentacion.
El segundo analizador de masas selecciona en funcién de la masa el ion del producto de interés para transmitirlo al
detector. Por lo tanto, la sefial del detector es el resultado de todos los iones de precursores que pueden fragmentarse
en un ion de producto comun. Otros formatos experimentales incluyen exploraciones de pérdida neutra donde una
diferencia de masa constante se tiene en cuenta en las exploraciones de masa.

Para la cuantificacion, se pueden usar controles que pueden proporcionar una sefial en relacion con la cantidad de
fragmento de acido nucleico, por ejemplo, que esta presente o se introduce. Un control para permitir la conversion de
sefiales de masa relativa en cantidades absolutas se puede lograr mediante la adicion de una cantidad conocida de
un marcador de masa o etiqueta de masa a cada muestra antes de la deteccidn de los fragmentos de acido nucleico.
Véase, por ejemplo, Ding y Cantor (2003) PNAS EEUU. 18 de marzo; 100(6):3059-64. Cualquier marcador de masa
que no interfiera con la deteccién de los fragmentos puede usarse para normalizar la sefial de masa. Tales patrones
generalmente tienen propiedades de separacion que son diferentes de las de cualquiera de los marcadores
moleculares en la muestra, y podrian tener la misma o diferentes firmas de masa.

En ocasiones, se puede usar una etapa de separacion para eliminar sales, enzimas u otros componentes del tampoén
de la muestra de acido nucleico. Se pueden utilizar varios métodos bien conocidos en la técnica, tales como
cromatografia, electroforesis en gel o precipitacion para limpiar la muestra. Por ejemplo, se puede usar cromatografia
de exclusion por tamarfio o cromatografia de afinidad para eliminar la sal de una muestra. La eleccién del método de
separacion puede depender de la cantidad de una muestra. Por ejemplo, cuando se dispone de pequefas cantidades
de muestra o se utiliza una maquina miniaturizada, se puede usar una etapa de separacidon por cromatografia de
afinidad. Ademas, si se desea una etapa de separacion, la eleccion del método de separacion, puede depender del
método de deteccion utilizado. Las sales a veces pueden absorber la energia del laser en la desorcidn/ionizacion
mediante laser asistida por matriz y dar como resultado una menor eficacia de ionizacion. Por lo tanto, la eficacia de
la desorcidn/ionizacion mediante laser asistida por matriz y la ionizaciéon por electropulverizacion a veces se puede
mejorar eliminando sales de una muestra.
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Electroforesis

En algunos casos, se usa electroforesis para determinar la longitud del fragmento de acido nucleico. En algunos casos,
no se usa electroforesis para determinar la longitud del fragmento de acido nucleico. En algunos casos se determina
la longitud de una sonda correspondiente (por ejemplo, una sonda recortada correspondiente descrita en el presente
documento) utilizando electroforesis. En algunos casos, la electroforesis también se puede usar como un método de
separacion basado en la longitud como se describe en el presente documento. Se puede usar cualquier método de
electroforesis conocido en la técnica, por el que los acidos nucleicos se separan por longitud, junto con los métodos
proporcionados en el presente documento, que incluyen, pero sin limitacion, técnicas electroforéticas convencionales
y técnicas electroforéticas especializadas, tal como, por ejemplo, electroforesis capilar. En la técnica se pueden
encontrar ejemplos de métodos para separar el acido nucleico y medir la longitud del fragmento de acido nucleico
usando técnicas electroforéticas convencionales. Se expone, en el presente documento, un ejemplo no limitante.
Después de ejecutar una muestra de acido nucleico en un gel de agarosa o poliacrilamida, el gel puede etiquetarse
(p. €j., tefirse) con bromuro de etidio (véase, Sambrook y Russell, “Molecular Cloning: A Laboratory Manual 3% ed.,
2001). La presencia de una banda del mismo tamafio que un control convencional es una indicacion de la presencia
de una longitud de secuencia de acido nucleico particular, cuya cantidad se puede comparar con el control en funcién
de la intensidad de la banda, detectando y cuantificando, de este modo, la longitud de la secuencia de acido nucleico
de interés.

En algunos casos, se usa electroforesis capilar para separar, identificar y, a veces, cuantificar fragmentos de acido
nucleico. La electroforesis capilar (CE) abarca una familia de técnicas de separacion relacionadas que utilizan
capilares de silice fundida de calibre angosto para separar una matriz compleja de moléculas grandes y pequeias, tal
como, por ejemplo, acidos nucleicos de longitud variable. Se pueden utilizar altas intensidades de campo eléctrico
para separar las moléculas de acidos nucleicos en funcion de las diferencias en la carga, el tamafio y la hidrofobicidad.
La introduccion de la muestra se realiza sumergiendo el extremo del capilar en un vial de muestra y aplicando presion,
vacio o voltaje. Dependiendo de los tipos de capilares y electrolitos utilizados, la tecnologia de CE se puede segmentar
en varias técnicas de separacion, cualquiera de las cuales se puede adaptar a los métodos proporcionados en el
presente documento. Ejemplos no limitantes de estos incluyen la Electroforesis Capilar en Zona (CZE), también
conocida como CE en solucién libre (FSCE), Enfoque Isoeléctrico Capilar (CIEF), Isotacoforesis (ITP), Cromatografia
Electrocinética (EKC), Cromatografia Electrocinética Capilar Micelar (MECC o MEKC), Cromatografia Electrocinética
Microemulsionada (MEEKC), Electroforesis Capilar no acuosa (NACE) y Electrocromatografia Capilar (CEC).

Cualquier dispositivo, instrumento o maquina capaz de realizar una electroforesis capilar puede usarse junto con los
métodos que se proporcionan en el presente documento. En general, los componentes principales del sistema de
electroforesis capilar son un vial de muestra, viales de origen y destino, un capilar, electrodos, una fuente de
alimentacion de alto voltaje, un detector y un dispositivo de manejo y salida de datos. El vial de origen, el vial de destino
y el capilar se llenan con un electrolito, como una solucidon tampén acuosa. Para introducir la muestra, la entrada del
capilar se coloca en un vial que contiene la muestra y a continuacion, se devuelve al vial de origen (la muestra se
introduce en el capilar a través de accion capilar, presion o por un sifén). La migracion de los analitos (es decir, acidos
nucleicos) se inicia, a continuaciéon, mediante un campo eléctrico que se aplica entre los viales de origen y de destino
y se suministra a los electrodos mediante la fuente de alimentacion de alto voltaje. Los iones, positivos o negativos,
son atraidos a través del capilar en la misma direccién por el flujo electroosmético. Los analitos (es decir, los acidos
nucleicos) se separan a medida que migran debido a su movilidad electroforética y se detectan cerca del extremo de
salida del capilar. La salida del detector se envia a un dispositivo de manejo y salida de datos, como un integrador o
un ordenador. Los datos se muestran, a continuacion, como un electroferograma, que puede indicar la respuesta del
detector en funcion del tiempo. Los acidos nucleicos separados pueden aparecer como maximos con diferentes
tiempos de migracién en un electroferograma.

La separacién por electroforesis capilar puede detectarse por varios dispositivos de deteccion. La mayoria de los
sistemas comerciales utilizan la absorbancia UV o UV-Vis como su principal modo de deteccion. En estos sistemas,
una seccioén del propio capilar se utiliza como la celda de deteccidn. El uso de la deteccion en tubo permite la deteccion
de analitos separados sin pérdida de resolucion. En general, los capilares utilizados en la electroforesis capilar se
pueden recubrir con un polimero para aumentar la estabilidad. La porcién del capilar utilizado para la deteccion de
rayos UV suele ser épticamente transparente. La longitud del recorrido de la celda de deteccion en la electroforesis
capilar (~ 50 micrometros) es mucho menor que la de una celda UV tradicional (~ 1 cm). De acuerdo con la ley de
Beer-Lambert, la sensibilidad del detector es proporcional a la longitud del recorrido de la celda. Para mejorar la
sensibilidad, se puede aumentar la longitud del recorrido, aunque esto puede dar como resultado una pérdida de
resolucion. El propio tubo capilar se puede expandir en el punto de deteccion, creando una "celda burbuja" con una
longitud de recorrido mas larga o se pueden agregar tubos adicionales en el punto de deteccion. Ambos métodos, sin
embargo, pueden disminuir la resolucién de la separacion.

La deteccion de fluorescencia también se puede usar en la electroforesis capilar para muestras que presentan
fluorescencia natural o se modifican quimicamente para contener marcadores fluorescentes, tal como, por ejemplo,
fragmentos de acido nucleico o sondas etiquetados descritos en el presente documento. Este modo de deteccion
ofrece una alta sensibilidad y una selectividad mejorada para estas muestras. El método requiere que el haz de luz se
enfoque en el capilar. La fluorescencia inducida por laser se puede usar en sistemas de CE con limites de deteccidn
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tan bajos como 10-'® a 102" mol. La sensibilidad de la técnica se atribuye a la alta intensidad de la luz incidente y la
capacidad de enfocar con precision la luz en el capilar.

Varias maquinas de electroforesis capilar son conocidas en la técnica y pueden usarse junto con los métodos
proporcionados en el presente documento. Estas incluyen, pero sin limitacion, CALIPER LAB CHIP GX (Caliper Life
Sciences, Mountain View, CA), P/ACE 2000 Series (Beckman Coulter, Brea, CA), CE HP G1600A (Hewlett-Packard,
Palo Alto, CA), CE AGILENT 7100 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA), y Analizador Genético ABI PRISM (Applied
Biosystems, Carlsbad, CA).

Microscopia

En algunos casos, la longitud de los fragmentos de acidos nucleicos se determina utilizando un método basado en
imagenes, como un método de microscopia. En algunos casos, se determina la longitud de una sonda correspondiente
(por ejemplo, una sonda recortada correspondiente descrita en el presente documento) utilizando un método basado
en imagenes. En algunos casos, la longitud de los fragmentos puede determinarse por visualizacion microscépica de
fragmentos de acidos nucleicos Unicos (véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. n° 5.720.928). En algunos casos,
los fragmentos de acidos nucleicos se fijan a una superficie (por ejemplo, una superficie de vidrio modificada) en un
estado alargado, tefirse y visualizarse microscopicamente. Las imagenes de los fragmentos se pueden recopilar y
procesar (por ejemplo, medir su longitud). En algunos casos, las etapas de obtencion de imagenes y de analisis de
imagenes se pueden automatizar. Los métodos para visualizar directamente los fragmentos de acidos nucleicos
utilizando microscopia son conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Lai et al. (1999) Nat. Genet. 23(3):309-13;
Aston et al. (1999) Trends Biotechnol. 17(7):297-302; Aston et al. (1999) Methods Enzymol. 303:55-73; O'Toole, et al.
(1998) Proc Natl Acad Sci USA. 95(14):8046-51; y la Patente de Estados Unidos n.° 5.720.928). Otros métodos de
microscopia que se pueden usar con los métodos descritos en el presente documento, incluyen, sin limitacion,
microscopia de barrido de efecto tunel (STM), microscopia de fuerza atémica (AFM), microscopia de fuerza de barrido
(SFM), microscopia de barrido de fotones (PSTM), potenciometria de barrido de efecto tunel (STP), microscopia de
fuerza magnética (MFM), microscopia de barrido de sonda, microscopia de voltaje de barrido, microscopia de fuerza
atomica fotoconductora, microscopia de barrido electroquimico de efecto tunel, microscopia electrénica, microscopia
de barrido de efecto tunel de espin polarizado (SPSTM), microscopia de barrido térmico, microscopia de expansién
de barrido de julios, microespectroscopia fototérmica y similares.

En algunos casos, se puede usar microscopia de barrido de efecto tunel (STM) para determinar la longitud de los
fragmentos de acidos nucleicos. A menudo, los métodos STM pueden generar imagenes de moléculas a nivel atémico,
como los fragmentos de acidos nucleicos. La STM se puede llevar a cabo, por ejemplo, en aire, agua, vacio ultra -
alto, otros ambientes diversos de liquidos o gases, y se puede realizar a temperaturas que oscilan desde cerca de
cero Kelvin a unos pocos cientos de grados centigrados, por ejemplo. Los componentes de un sistema STM incluyen
generalmente la punta de barrido, la altura piezoeléctrica controlada y el dispositivo de barrido X, y, el control bruto de
muestra a punta, el sistema de aislamiento por vibracion y el ordenador. Los métodos de STM se basan generalmente
en el concepto del efecto tunel cuantico. Por ejemplo, cuando una punta conductora se acerca a la superficie de una
molécula (por ejemplo, un fragmento de acido nucleico), una desviacion (es decir, una diferencia de voltaje) aplicada
entre las dos puede permitir que los electrones formen un tunel a través del vacio entre ellas. La corriente de efecto
tunel resultante es una funcién de la posicién de la punta, el voltaje aplicado y la densidad local de estados (LDOS)
de la muestra. La informacién se obtiene al monitorizar la corriente a medida que se barre la posiciéon de la punta a
través de la superficie y se puede mostrar en forma de imagen. Si la punta se mueve a través de la muestra en el
plano x-y, los cambios en la altura de la superficie y la densidad de los estados causan cambios en la corriente. Estos
cambios se pueden mapear en imagenes. El cambio en la corriente con respecto a la posicidon a veces se puede medir
por si mismo, o se puede medir la altura, z, de la punta correspondiente a una corriente constante. Estos dos modos
a menudo se denominan modo de altura constante y modo de corriente constante, respectivamente.

En algunos casos, se puede usar microscopia de fuerza atémica (AFM) para determinar la longitud de los fragmentos
de acidos nucleicos. La AFM generalmente es un tipo de microscopia a nanoescala de alta resolucién. La informacién
sobre un objeto (por ejemplo, un fragmento de acido nucleico) normalmente se recopila al "sentir" la superficie con
una sonda mecanica. Los elementos piezoeléctricos que facilitan movimientos pequefios pero precisos en el comando
electronico pueden facilitar el barrido muy preciso. En algunas variaciones, los potenciales eléctricos se pueden barrer
utilizando soportes de conduccion. Los componentes de un sistema AFM generalmente incluyen un soporte con una
punta afilada (es decir, una sonda) en su extremo que se usa para barrer la superficie de una muestra (por ejemplo,
un fragmento de acido nucleico). El soporte es generalmente de silicio o nitruro de silicio con un radio de curvatura de
la punta del orden de nandmetros. Cuando la punta se acerca a la superficie de una muestra, las fuerzas entre la punta
y la muestra conducen a una desviacion del soporte segun la ley de Hooke. Dependiendo de la situacion, las fuerzas
que se miden en AFM incluyen, por ejemplo, fuerza de contacto mecanico, fuerzas de van der Waals, fuerzas capilares,
enlace quimico, fuerzas electrostaticas, fuerzas magnéticas, fuerzas de Casimir, fuerzas de solvatacion y similares.
Generalmente, la desviacion se mide utilizando un punto laser reflejado desde la superficie superior del soporte en
una serie de fotodiodos. Otros métodos que se utilizan incluyen interferometria 6ptica, deteccion capacitiva o soportes
piezorresistivos de AFM.
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Nanoporos

En algunos casos, la longitud de los fragmentos de acidos nucleicos se puede determinar utilizando un nanoporo. En
algunos casos, la longitud de una sonda correspondiente (por ejemplo, una sonda recortada correspondiente descrita
en el presente documento) se determina utilizando un nanoporo. Un nanoporo es un orificio o canal pequefio,
generalmente del orden de 1 nanédmetro de diametro. Ciertas proteinas celulares transmembrana pueden actuar como
nanoporos (por ejemplo, alfa-hemolisina). En algunos casos, los nanoporos se pueden sintetizar (por ejemplo,
utilizando una plataforma de silicio). La inmersién de un nanoporo en un fluido conductor y la aplicacién de un potencial
a través de él da como resultado una ligera corriente eléctrica debido a la conduccién de iones a través del nanoporo.
La cantidad de corriente que fluye es sensible al tamafio del nanoporo. Cuando un fragmento de acido nucleico pasa
a través de un nanoporo, la molécula de &cido nucleico obstruye el nanoporo en cierto grado y genera un cambio en
la corriente. Puede medirse la duracién del cambio de corriente a medida que el fragmento de acido nucleico pasa a
través del nanoporo. En algunos casos, longitud del fragmento de acido nucleico puede determinarse basandose en
esta medicion.

En algunos casos, la longitud del fragmento de acido nucleico puede determinarse en funcién del tiempo. Los
fragmentos de acidos nucleicos mas largos a veces pueden necesitar relativamente mas tiempo para pasar a través
de un nanoporo y los fragmentos de acidos nucleicos mas cortos a veces pueden necesitar relativamente menos
tiempo para pasar a través de un nanoporo. Por lo tanto, en algunos casos, se puede determinar la longitud relativa
de un fragmento en funcion del tiempo de transito a través del nanoporo. En algunos casos, se puede determinar la
longitud aproximada o absoluta de los fragmentos comparando el tiempo de transito a través de los nanoporos de los
fragmentos diana y/o los fragmentos de referencia con los tiempos de transito para un conjunto de patrones (es decir,
con longitudes conocidas).

Sondas

En algunos casos, la longitud de los fragmentos se determina utilizando una o mas sondas. En algunos casos, las
sondas pueden disefiarse de modo que cada una hibride con un acido nucleico de interés en una muestra. Por ejemplo,
una sonda puede comprender una secuencia de polinucledétidos que es complementaria a un acido nucleico de interés
0 puede comprender una serie de mondmeros que pueden unirse a un acido nucleico de interés. Las sondas pueden
ser de cualquier longitud adecuada para hibridar (por ejemplo, hibridar completamente) con uno o mas fragmentos de
acidos nucleicos de interés. Por ejemplo, las sondas pueden tener cualquier longitud que abarque o se extienda mas
alla de la longitud de un fragmento de acido nucleico con el que hibrida. Las sondas pueden tener una longitud de
aproximadamente 100 pb o mas. Por ejemplo, las sondas pueden ser de al menos aproximadamente 200, 300, 400,
500, 600, 700, 800, 900 o 1000 pb de longitud.

En algunos casos, las sondas pueden comprender una secuencia de polinucleétidos que es complementaria a un
acido nucleico de interés y una o mas secuencias de polinucledtidos que no son complementarias a un acido nucleico
de interés (es decir, secuencias no complementarias). Las secuencias no complementarias pueden encontrarse, por
ejemplo, en el extremo 5' y/o 3' de una sonda. En algunos casos, las secuencias no complementarias pueden
comprender secuencias de nucleétidos que no existen en el organismo de interés y/o secuencias que no son capaces
de hibridar con ninguna secuencia en el genoma humano. Por ejemplo, las secuencias no complementarias pueden
derivar de cualquier genoma no humano conocido en la técnica, tal como, por ejemplo, genomas de animales no
mamiferos, genomas de plantas, genomas de hongos, genomas bacterianos o genomas virales. En algunos casos,
una secuencia no complementaria es del genoma de PhiX 174. En algunos casos, una secuencia no complementaria
puede comprender nucleétidos modificados o sintéticos que no son capaces de hibridar con un nucleétido
complementario.

Las sondas pueden disefiarse y sintetizarse de acuerdo con métodos conocidos en la técnica y descritos en el presente
documento para oligonucleétidos (por ejemplo, oligonucleétidos de captura). Las sondas también pueden incluir
cualquiera de las propiedades conocidas en la técnica y descritas en el presente documento, para oligonucleétidos.
Las sondas, en el presente documento, pueden disefiarse de manera que comprendan nucleétidos (por ejemplo,
adenina (A), timina (T), citosina (C), guanina (G) y uracilo (U)), nucleétidos modificados (p. e€j., pseudouridina,
dihidrouridina, inosina (I), y 7-metilguanosina), nucleétidos sintéticos, bases degeneradas (p. ej., 6H,8H-3,4-
dihidropirimido [4,5-c] [1,2] oxazin-7-ona (P), 2-amino-6-metoxiaminopurina (K), N6-metoxiadenina (Z) e hipoxantina
(1)), bases universales y/o mondmeros distintos de los nucleétidos, nucledtidos modificados o nucledtidos sintéticos, o
combinaciones de los mismos, y generalmente se disefian de tal manera que inicialmente tienen longitudes mas largas
que los fragmentos con los que hibridan.

En algunos casos, una sonda comprende una pluralidad de monémeros que son capaces de hibridar con cualquiera
de las versiones de origen natural o modificadas de nucleétidos como la adenina (A), timina (T), citosina (C), guanina
(G) y uracilo (U)). En algunos casos, una sonda comprende una pluralidad de monémeros que son capaces de hibridar
con al menos tres de adenina, timina, citosina y guanina. Por ejemplo, una sonda puede incluir una especie de
monodémero que sea capaz de hibridarcon A, Ty C; A, Ty G; G,CyT,; 0 G, CyA. En algunos casos, una sonda
comprende una pluralidad de monémeros que son capaces de hibridar con todos los nucleétidos de adenina, timina,
citosina y guanina. Por ejemplo, una sonda puede incluir una especie de monémero que sea capaz de hibridar con A,
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T, Cy G. En algunos casos, las condiciones de hibridacion (por ejemplo, la rigurosidad) se pueden ajustar de acuerdo
con los métodos descritos en el presente documento, por ejemplo, para facilitar la hibridacion de ciertas especies de
monomeros con varias especies de nucledétidos. En algunos casos, los mondmeros incluyen nucleétidos. En algunos
casos, los mondmeros incluyen nucleétidos de origen natural. En algunos casos, los monémeros incluyen nucleétidos
modificados.

En algunos casos, los mondémeros de una sonda incluyen inosina. La inosina es un nucleétido que se encuentra
comunmente en los ARNt y es capaz, en algunos casos, de hibridar con A, T y C. El ejemplo 9, en el presente
documento, describe un método que utiliza sondas de poliinosina para la determinacion del tamafio de los fragmentos
de acidos nucleicos. En algunos casos, las sondas de poliinosina se hibridan con los fragmentos de acido nucleico en
condiciones de hibridacion poco rigurosas o no rigurosas (tales como, por ejemplo, baja temperatura y/o elevada sal
en comparacion con las condiciones de hibridacién rigurosas descritas en el presente documento). En algunos casos,
los fragmentos de acido nucleico se tratan con bisulfito de sodio, lo que provoca la desaminacion de los restos de
citosina no metilados en los fragmentos para formar restos de uracilo. En algunos casos, los fragmentos de acidos
nucleicos tratados con bisulfito de sodio se amplifican (por ejemplo, se amplifican por PCR) antes del tratamiento con
bisulfito de sodio. En algunos casos, los fragmentos de acidos nucleicos se unen a una secuencia que comprende un
sitio de cebador de amplificaciéon universal que no tiene residuos de citosina. A continuacion, se puede generar una
segunda hebra complementaria, por ejemplo, usando un cebador de amplificaciéon universal y una reaccion de
extension. Generalmente, los restos de uracilo en la primera hebra generan restos de adenina complementarios en la
segunda hebra. Por lo tanto, se puede generar una segunda hebra que no tiene restos de guanina. Dichas segundas
hebras complementarias libres de guanina, en algunos casos, pueden hibridar con sondas de poliinosina en
condiciones de hibridacion rigurosas.

En algunos casos, los monémeros de una sonda incluyen monomeros de base universal. Los mondmeros de base
universal tipicamente son analogos de nucleobase o0 mondmeros sintéticos que pueden hibridar de forma no selectiva
con cada una de las bases naturales (por ejemplo, A, G, C, T). Por lo tanto, una sonda que comprende monémeros
de base universal a veces puede hibridar con un fragmento de acido nucleico independientemente de la secuencia de
nucledtidos. Las bases universales pueden incluir, sin limitacion, 3-nitropirrol, 4-nitroindol, 5-nitroindol, 6-nitroindol, 3-
metil 7-propinil isocarbostirilo (PIM), 3-metil isocarbostirilo (MICS) y 5-metil isocarbostirilo (5MICS) (véase, por ejemplo,
Nichols et al. (1994) Nature 369, 492-493; Bergstrom et al. (1995) J. Am. Chem. Soc. 117, 1201-1209; Loakes y Brown
(1994) Nucleic Acids Res. 22, 4039-4043; Lin y Brown (1992) Nucleic Acids Res. 20, 5149-5152; Lin y Brown (1989)
Nucleic Acids Res. 17, 10383; Brown y Lin (1991) Carbohydrate Research 216, 129-139; Berger et al. (2000) Nucleic
Acids Res. 28(15): 2911-2914).

En algunos casos, los monémeros de una sonda incluyen monémeros no nucleotidicos. En algunos casos, los
monomeros incluyen subunidades de un polimero sintético. En algunos casos, los monémeros incluyen pirrolidona.
La pirrolidona es un mondémero de la polipirrolidona polimérica sintética y es capaz, en algunos casos, de hibridar con
AT GyC.

En algunos casos, un método para determinar la longitud de los fragmentos incluye la etapa de poner en contacto, en
condiciones de emparejamiento, fragmentos de acido nucleico (p. ej., fragmentos diana y/o de referencia) con una
pluralidad de sondas que pueden emparejarse con los fragmentos, generando, de este modo, especies fragmentos-
sondas como, por ejemplo, especies sonda-diana y especies sonda-referencia. Las sondas y/o las condiciones de
hibridacion (por ejemplo, rigurosidad) pueden optimizarse para favorecer la uniéon de fragmentos completa o
sustancialmente completa (por ejemplo, alta rigurosidad). Las hibridaciones de fragmentos-sonda completas o
sustancialmente completas generalmente incluyen duplex donde el fragmento no comprende porciones no hibridadas
y la sonda puede comprender porciones no hibridadas, como se describe con mas detalle a continuacion.

En algunos casos, tales como cuando la longitud de la sonda es mas larga que la longitud del fragmento, la especie
sonda-diana y/o la especie sonda-referencia pueden comprender, cada una, porciones de la sonda no hibridadas (es
decir, porciones de sonda monocatenaria; véase, por ejemplo, la FIG. 12). Las porciones de la sonda no hibridadas
pueden estar en cualquiera de los extremos de la sonda (por ejemplo, el extremo 3' 0 5' de una sonda) o en ambos
extremos de la sonda (es decir, los extremos 3' y 5' de una sonda) y pueden comprender cualquier nimero de
monodmeros. En algunos casos, las porciones de sonda no hibridadas pueden comprender de aproximadamente 1 a
aproximadamente 500 mondmeros. Por ejemplo, las porciones de sonda no hibridadas pueden comprender
aproximadamente 5, 10, 20, 30, 40, 50, 100, 200, 300 o0 400 monémeros.

En algunos casos, las porciones de sonda no hibridadas pueden eliminarse de la especie sonda-diana y/o sonda-
referencia, generando de este modo, sondas recortadas. La eliminacién de las porciones de sonda no hibridadas se
puede lograr mediante cualquier método conocido en la técnica para escindir y/o digerir un polimero, tal como, por
ejemplo, un método para escindir o digerir un &cido nucleico monocatenario. Las porciones de la sonda sin hibridar se
pueden eliminar del extremo 5' de la sonda y/o del extremo 3' de la sonda. Tales métodos pueden comprender el uso
de escision o digestién quimica y/o enzimatica. En algunos casos, se usa una enzima capaz de escindir los enlaces
fosfodiéster entre subunidades de nucleétidos de un acido nucleico para eliminar las porciones de sonda no hibridadas.
Tales enzimas pueden incluir, sin limitaciéon, nucleasas (p.ej., DNasa |, RNAsa 1), endonucleasas (por ejemplo,
nucleasa de frijol mung, nucleasa S1 y similares), nucleasas de restriccion, exonucleasas (por ejemplo, Exonucleasa
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I, Exonucleasa lll, Exonucleasa T, Exonucleasa T7, Exonucleasa Lambda y similares), fosfodiesterasas (p. €j.,
Fosfodiesterasa |l, fosfodiesterasa de bazo de ternera, fosfodiesterasa de veneno de serpiente y similares),
desoxirribonucleasas (DNAsa), ribonucleasas (RNAsa), endonucleasas Flap, 5' nucleasas, 3' nucleasas, 3'-5'
exonucleasas, 5'-3' exonucleasas y similares, o combinaciones de las mismas. Las sondas recortadas generalmente
tienen la misma o sustancialmente la misma longitud que el fragmento con el que hibridan. Por lo tanto, la
determinacion de la longitud de una sonda recortada en el presente documento puede proporcionar una medida de la
longitud del fragmento de acido nucleico correspondiente. La longitud de la sonda recortada se puede medir utilizando
cualquiera de los métodos conocidos en la técnica o descritos en el presente documento, para determinar la longitud
de fragmentos de acidos nucleicos. En algunos casos, las sondas pueden contener una molécula o entidad detectable
para facilitar la deteccién y/o la determinacién de la longitud (por ejemplo, un fluoréforo, radioisétopo, agente
colorimétrico, particulas, enzima y similares). La longitud de la sonda recortada se puede evaluar con o sin separar
los productos de las porciones no hibridadas después de eliminarlos.

En algunos casos, las sondas recortadas se disocian (es decir, se separan) de sus fragmentos de acidos nucleicos
correspondientes. Las sondas pueden separarse de sus correspondientes fragmentos de acidos nucleicos utilizando
cualquier método conocido en la técnica, incluyendo, pero sin limitaciéon, desnaturalizacion térmica. Las sondas
recortadas se pueden distinguir de los fragmentos de acidos nucleicos correspondientes mediante un método conocido
en la técnica o descrito en el presente documento para etiquetar y/o aislar una especie de molécula en una mezcla.
Por ejemplo, una sonda y/o un fragmento de acido nucleico pueden comprender una propiedad detectable de modo
que una sonda se pueda distinguir del acido nucleico con el que hibrida. Ejemplos no limitantes de propiedades
detectables incluyen propiedades Opticas, propiedades eléctricas, propiedades magnéticas, propiedades quimicas y
tiempo y/o velocidad a través de una abertura de tamafio conocido. En algunos casos, las sondas y los fragmentos de
acidos nucleicos de muestra estan fisicamente separados entre si. La separacion se puede lograr, por ejemplo,
utilizando ligandos de captura, como biotina u otros ligandos de afinidad, y agentes de captura, como avidina,
estreptavidina, un anticuerpo o un receptor. Una sonda o fragmento de acido nucleico puede contener un ligando de
captura que tiene actividad de unién especifica para un agente de captura. Por ejemplo, los fragmentos de una muestra
de acido nucleico se pueden biotinilar o unir a un ligando de afinidad usando métodos bien conocidos en la técnica y
separar de las sondas usando un ensayo descendente con perlas recubiertas con estreptavidina, por ejemplo. En
algunos casos, se puede usar un ligando de captura y un agente de captura o cualquier otro resto (por ejemplo,
marcador de masa) para agregar masa a los fragmentos de &cidos nucleicos de manera que puedan excluirse del
intervalo de masas de las sondas detectadas en un espectrometro de masas. En algunos casos, la masa se agrega a
las sondas, por medio de los propios mondémeros y/o la adicién de un marcador de masa, para cambiar el intervalo de
masas fuera del intervalo de masas para los fragmentos de acidos nucleicos.

Biblioteca de acidos nucleicos

En algunos casos, una biblioteca de acidos nucleicos es una pluralidad de moléculas de polinucleétidos (por ejemplo,
una muestra de acidos nucleicos) que se preparan, ensamblan y/o modifican para un proceso especifico, cuyos
ejemplos no limitantes incluyen la inmovilizacion en una fase sélida (por ejemplo, un soporte sélido, por ejemplo, una
celda de flujo, una perla), enriquecimiento, amplificacion, clonacion, deteccidn y/o secuenciaciéon de acidos nucleicos.
En ciertos casos, se prepara una biblioteca de acidos nucleicos antes o durante un proceso de secuenciacion. Se
puede preparar una biblioteca de acidos nucleicos (por ejemplo, una biblioteca de secuenciacion) mediante un método
adecuado como se conoce en la técnica. Se puede preparar una biblioteca de acidos nucleicos mediante un proceso
de preparacion dirigido o no dirigido.

En algunos casos, una biblioteca de acidos nucleicos se modifica para que comprenda un resto quimico (por ejemplo,
un grupo funcional) configurado para la inmovilizacién de acidos nucleicos en un soporte sdlido. En algunos casos,
una biblioteca de acidos nucleicos se modifica para que comprenda una biomolécula (por ejemplo, un grupo funcional)
y/o un miembro de un par de union configurado para la inmovilizaciéon de la biblioteca en un soporte sélido, cuyos
ejemplos no limitantes incluyen globulina de unién a tiroxina, proteinas de unién a esteroides, anticuerpos, antigenos,
haptenos, enzimas, lectinas, acidos nucleicos, represores, proteina A, proteina G, avidina, estreptavidina, biotina,
componentes del complemento C1q, proteinas de unién a acidos nucleicos, receptores, hidratos de carbono,
oligonucledtidos, polinucleétidos, secuencias de acidos nucleicos complementarias, similares y combinaciones de los
mismos. Algunos ejemplos de pares de union especificos incluyen, sin limitacion: un resto de avidina y un resto de
biotina; un epitopo antigénico y un anticuerpo o fragmento inmunolégicamente reactivo del mismo; un anticuerpo y un
hapteno; un resto de digoxigeno y un anticuerpo anti-digoxigeno; un resto de fluoresceina y un anticuerpo anti-
fluoresceina; un operador y un represor; una nucleasa y un nucleétido; una lectina y un polisacarido; un esteroide y
una proteina de unién a esteroides; un compuesto activo y un receptor de compuesto activo; una hormona y un
receptor de hormonas; una enzima y un sustrato; una inmunoglobulina y proteina A; oligonucledétido o polinucleétido y
su complemento correspondiente; similares o combinaciones de los mismos.

En algunos casos, una biblioteca de acidos nucleicos se modifica para que comprenda uno o mas polinucleétidos de
composicion conocida, cuyos ejemplos no limitantes incluyen un identificador (por ejemplo, un marcador, un marcador
de indexacion), una secuencia de captura, una etiqueta, un adaptador, un sitio de enzimas de restriccion, un promotor,
un potenciador, un origen de replicacion, un tallo lazo, una secuencia complementaria (por ejemplo, un sitio de union
a cebador, un sitio de emparejamiento), un sitio de integracion adecuado (por ejemplo, un transposén, un sitio de
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integracion viral), un nucleétido modificado, similares o combinaciones de los mismos. Los polinucleétidos de
secuencia conocida se pueden afiadir en una posicion adecuada, por ejemplo, en el extremo 5', extremo 3' o dentro
de una secuencia de acido nucleico. Los polinucledtidos de secuencia conocida pueden ser secuencias iguales o
diferentes. En algunos casos, un polinucleétido de secuencia conocida se configura para hibridar con uno o mas
oligonucleétidos inmovilizados en una superficie (por ejemplo, una superficie en una celda de flujo). Por ejemplo, una
molécula de acido nucleico que comprende una secuencia 5' conocida puede hibridar con una primera pluralidad de
oligonucledtidos, mientras que la secuencia 3' conocida puede hibridar con una segunda pluralidad de
oligonucledtidos. En algunos casos, una biblioteca de acidos nucleicos puede comprender marcadores especificos de
cromosoma, secuencias de captura, etiquetas y/o adaptadores. En algunos casos, una biblioteca de acidos nucleicos
comprende una o mas etiquetas detectables. En algunos casos, se pueden incorporar una o mas etiquetas detectables
en una biblioteca de acidos nucleicos en un extremo 5', en un extremo 3' y/o en cualquier posicién de nucleétido dentro
de un acido nucleico en la biblioteca. En algunos casos, una biblioteca de acidos nucleicos comprende oligonucleétidos
hibridados. En ciertos casos, los oligonucledtidos hibridados son sondas etiquetadas. En algunos casos, una biblioteca
de acidos nucleicos comprende sondas de oligonucleétidos hibridadas antes de la inmovilizacion en una fase sélida.

En algunos casos, un polinucleétido de secuencia conocida comprende una secuencia universal. Una secuencia
universal es una secuencia de nucleétidos especifica que se integra en dos 0 mas moléculas de acido nucleico o dos
0 mas subconjuntos de moléculas de acido nucleico donde la secuencia universal es la misma para todas las moléculas
o subconjuntos de moléculas en las que esta integrada. Una secuencia universal a menudo se disefia para hibridar
y/o amplificar una pluralidad de secuencias diferentes utilizando un Unico cebador universal que es complementario
de una secuencia universal. En algunos casos, se usan dos (por ejemplo, un par) 0 mas secuencias universales y/o
cebadores universales. Un cebador universal a menudo comprende una secuencia universal. En algunos casos, los
adaptadores (por ejemplo, adaptadores universales) comprenden secuencias universales. En algunos casos, se usan
una o0 mas secuencias universales para capturar, identificar y/o detectar multiples especies o subconjuntos de acidos
nucleicos.

En ciertos casos de preparacion de una biblioteca de acidos nucleicos, (por ejemplo, en ciertos procedimientos de
secuenciacion por sintesis), los acidos nucleicos se seleccionan por tamario y/o se fragmentan en longitudes de varios
cientos de pares de bases, o menos (por ejemplo, en la preparacién para la generacion de bibliotecas). En algunos
casos, la preparacion de la biblioteca se realiza sin fragmentacion (por ejemplo, cuando se utiliza ADNccf).

En ciertos casos, se usa un método de preparacion de biblioteca basado en unidn (por ejemplo, ILLUMINA TRUSEQ,
lllumina, San Diego CA). Los métodos de preparacion de bibliotecas basados en la unién, a menudo hacen uso de un
disefio de adaptador (por ejemplo, un adaptador metilado) que puede incorporar una secuencia de indice en la etapa
de unién inicial y, a menudo, se puede usar para preparar muestras para secuenciacién de lectura unica, secuenciaciéon
de extremo pareado y secuenciacidon multiplexada. Por ejemplo, a veces los acidos nucleicos (p. €j., acidos nucleicos
fragmentados o ADNccf) se reparan al final mediante una reaccion de ajuste, una reacciéon con exonucleasa o una
combinacién de las mismas. En algunos casos, el acido nucleico reparado en el extremo romo resultante puede
extenderse a continuacién, por un solo nucleétido, que es complementario a un solo nucledtido saliente en el extremo
3' de un adaptador/cebador. Se puede usar cualquier nucleétido para los nucleétidos de extension/salientes. En
algunos casos, la preparacion de la biblioteca de acidos nucleicos comprende unir un oligonucleétido adaptador. Los
oligonucledtidos adaptadores a menudo son complementarios a los anclajes de las celdas de flujo y, a veces, se
utilizan para inmovilizar una biblioteca de acidos nucleicos en un soporte sélido, como la superficie interior de una
celda de flujo, por ejemplo. En algunos casos, un oligonucleétido adaptador comprende un identificador, uno o mas
sitios de hibridacion de cebadores de secuenciacion (por ejemplo, secuencias complementarias a cebadores de
secuenciacion universales, cebadores de secuenciacidon de extremos Uunicos, cebadores de secuenciacién de
extremos pareados, cebadores de secuenciacion multiplexados y similares), o combinaciones de los mismos (por
ejemplo, adaptador/secuenciacion, adaptador/identificador, adaptador/identificador/secuenciacion).

Un identificador puede ser una etiqueta detectable adecuada incorporada o unida a un acido nucleico (por ejemplo,
un polinucledétido) que permite la deteccion y/o identificacion de acidos nucleicos que comprenden el identificador. En
algunos casos, se incorpora un identificador en, o se une a, un acido nucleico durante un método de secuenciacion
(por ejemplo, mediante una polimerasa). Ejemplos no limitantes de identificadores incluyen marcadores de acidos
nucleicos, indices o cddigos de barras de acidos nucleicos, una etiqueta radioactiva (por ejemplo, un isétopo), etiqueta
metalica, una etiqueta fluorescente, una etiqueta quimioluminiscente, una etiqueta fosforescente, un desactivador de
fluoréforos, un colorante, una proteina (por ejemplo, una enzima, un anticuerpo o parte del mismo, un enlazador, un
miembro de un par de unidén), similares o combinaciones de los mismos. En algunos casos, un identificador (por
ejemplo, un indice o un cédigo de barras de acidos nucleicos) es una secuencia Unica, conocida y/o identificable de
nuclestidos o analogos de nucledtidos. En algunos casos, los identificadores son seis o mas nucleétidos contiguos.
Una multitud de fluoréforos estan disponibles con una variedad de espectros de excitacién y emision diferentes.
Cualquier tipo y/o numero adecuado de fluoréforos puede usarse como un identificador. En algunos casos, se utilizan
10mas, 2o0mas, 30mas, 40mas, 50 mas, 6 omas, 7 omas, 8 o mas, 9 o mas, 10 o mas, 20 o mas, 30 o mas o
50 o mas identificadores diferentes en un método descrito en el presente documento (por ejemplo, un método de
deteccion y/o secuenciacion de acidos nucleicos). En algunos casos, uno o dos tipos de identificadores (por ejemplo,
etiquetas fluorescentes) se unen a cada acido nucleico en una biblioteca. La deteccion y/o cuantificacion de un
identificador se puede realizar mediante un método o una maquina adecuados, cuyos ejemplos no limitantes incluyen
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citometria de flujo, reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (qQPCR), electroforesis en gel, un luminémetro, un
fluorémetro, un espectrofotémetro, un analisis de chip genético o de micromatrices adecuado, Western Blot,
espectrometria de masas, cromatografia, anadlisis citofluorométrico, microscopia de fluorescencia, un método
adecuado de fluorescencia o imagenes digitales, microscopia de barrido con laser confocal, citometria de barrido laser,
cromatografia de afinidad, separacién manual por lotes, suspension de campo eléctrico, un método adecuado de
secuenciacion de acidos nucleicos y/o una maquina de secuenciacion de acidos nucleicos, similares y combinaciones
de los mismos.

En algunos casos, se usa un método de preparacién de bibliotecas basado en transposones (por ejemplo, EPICENTRE
NEXTERA, Epicentre, Madison WI). Los métodos basados en transposones suelen utilizar la transposicion in vitro
para fragmentar y marcar simultdneamente el ADN en una reaccion de un solo tubo (a menudo permitiendo la
incorporacion de marcadores especificos de la plataforma y codigos de barras opcionales), y preparar bibliotecas listas
para el secuenciador.

En algunos casos, se amplifica una biblioteca de acidos nucleicos o partes de la misma (por ejemplo, amplificada por
un método basado en PCR). En algunos casos, un método de secuenciacién comprende la amplificacion de una
biblioteca de acidos nucleicos. Una biblioteca de acidos nucleicos puede amplificarse antes o después de la
inmovilizacién en un soporte solido (por ejemplo, un soporte sélido en una celda de flujo). La amplificaciéon de acidos
nucleicos incluye el proceso de amplificar o aumentar los nimeros de un molde de acido nucleico y/o de un
complemento de la misma que esta presente (por ejemplo, en una biblioteca de acidos nucleicos), al producir una o
mas copias del molde y/o su complemento. La amplificacion puede llevarse a cabo por un método adecuado. Una
biblioteca de acidos nucleicos puede amplificarse mediante un método de termociclado o mediante un método de
amplificacion isotérmica. En algunos casos, se usa un método de amplificacién por circulo rodante. En algunos casos,
la amplificacién tiene lugar en un soporte sélido (por ejemplo, dentro de una celda de flujo) donde se inmoviliza una
biblioteca de acidos nucleicos o una porciéon de la misma. En ciertos métodos de secuenciacién, se agrega una
biblioteca de acidos nucleicos a una celda de flujo y se inmoviliza por hibridacién a anclajes en condiciones adecuadas.
Este tipo de amplificaciéon de acidos nucleicos a menudo se denomina amplificacién en fase solida. En algunos casos
de amplificacion en fase solida, todos o una porcién de los productos amplificados se sintetizan mediante una extensién
iniciada a partir de un cebador inmovilizado. Las reacciones de amplificacion en fase sélida son analogas a las
amplificaciones estandar en disolucion, excepto que al menos uno de los oligonucledtidos de amplificacion (por
ejemplo, cebadores) esta inmovilizado en un soporte sdlido.

En algunos casos, la amplificacién en fase sélida comprende una reaccion de amplificacion de acidos nucleicos que
comprende solo una especie de cebador de oligonucleétidos inmovilizado en una superficie. En ciertos casos, la
amplificacion en fase sdélida comprende una pluralidad de diferentes especies de cebadores de oligonucleétidos
inmovilizados. En algunos casos, la amplificacion en fase sélida puede comprender una reaccidon de amplificacion de
acidos nucleicos que comprende una especie de cebador de oligonucleétidos inmovilizado en una superficie sélida y
una segunda especie de cebador de oligonucledtidos diferente en solucion. Se pueden usar multiples especies
diferentes de cebadores inmovilizados o basados en soluciones. Los ejemplos no limitantes de reacciones de
amplificacion de acidos nucleicos en fase solida incluyen amplificacion interfacial, amplificacion puente, PCR en
emulsién, amplificacion WildFire (por ejemplo, publicacién de patente de EE. UU. US20130012399), similares o
combinaciones de las mismas.

Secuenciacion

En algunos casos, se pueden secuenciar los acidos nucleicos (por ejemplo, fragmentos de acido nucleico, acido
nucleico de muestra, acido nucleico libre de células). En algunos casos, se obtiene una secuencia completa o
sustancialmente completa y, a veces, se obtiene una secuencia parcial. En algunos casos, cuando se realiza un
método descrito en el presente documento, un acido nucleico no esta secuenciado, y la secuencia de un acido nucleico
no se determina por un método de secuenciacion. En algunos casos, la longitud de los fragmentos se determina
utilizando un método de secuenciacion. En algunos casos, la longitud del fragmento se determina sin utilizar un método
de secuenciacion. La secuenciacion, el mapeo y los métodos analiticos relacionados se describen en el presente
documento y son conocidos en la técnica (por ejemplo, Publicacién de Solicitud de Patente de Estados Unidos
US2009/0029377). Ciertos aspectos de tales procesos se describen en el presente documento, a continuacion.

En algunos casos, la longitud de los fragmentos se determina utilizando un método de secuenciacion. En algunos
casos, la longitud de los fragmentos se determina utilizando una plataforma de secuenciaciéon de extremos pareados.
Dichas plataformas implican la secuenciacién de ambos extremos de un fragmento de acido nucleico. En general, las
secuencias correspondientes a ambos extremos del fragmento se pueden mapear a un genoma de referencia (por
ejemplo, un genoma humano de referencia). En ciertos casos, ambos extremos se secuencian en una longitud de
lectura que sea suficiente para mapear, individualmente para cada extremo del fragmento, a un genoma de referencia.
A continuacion, se describen ejemplos de longitudes de lecturas de secuencia de extremos pareados. En ciertos casos,
todas o una porcion de las lecturas de secuencia se pueden mapear a un genoma de referencia sin desapareamiento.
En algunos casos, cada lectura se mapea independientemente. En algunos casos, la informacion de ambas lecturas
de secuencia (es decir, de cada extremo) se factoriza en el proceso de mapeo. La longitud de un fragmento se puede
determinar, por ejemplo, calculando la diferencia entre las coordenadas genémicas mapeadas en cada lectura de
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extremos pareados mapeado.

En algunos casos, la longitud del fragmento se determina utilizando un proceso de secuenciacién mediante el cual se
obtiene una secuencia de nucleétidos completa o sustancialmente completa para el fragmento. Tales procesos de
secuenciacion incluyen plataformas que generan longitudes de lectura relativamente largas (por ejemplo, Roche 454,
lon Torrent, molécula unica (Pacific Biosciences), tecnologia SMRT en tiempo real y similares).

En algunos casos, algunos o todos los acidos nucleicos en una muestra se enriquecen y/o amplifican (por ejemplo, no
especificamente, por ejemplo, mediante un método basado en PCR) antes o durante la secuenciacion. En ciertos
casos, las porciones o subconjuntos especificos de acidos nucleicos en una muestra se enriqguecen y/o amplifican
antes o durante la secuenciacion. En algunos casos, una porcién o subconjunto de un conjunto preseleccionado de
acidos nucleicos se secuencia aleatoriamente. En algunos casos, los acidos nucleicos en una muestra no se
enriquecen y/o amplifican antes o durante la secuenciacion.

Como se usa en el presente documento, "lecturas” (es decir, "una lectura", "una lectura de secuencia") son secuencias
de nucledtidos cortas producidas por cualquier proceso de secuenciacion descrito en el presente documento o
conocido en la técnica. Las lecturas se pueden generar desde un extremo de los fragmentos de acidos nucleicos
("lecturas de un solo extremo"), y en ocasiones se generan desde ambos extremos de los acidos nucleicos (por
ejemplo, lecturas de extremos pareados, lecturas de dos extremos).

La longitud de una lectura de secuencia a menudo se asocia con la tecnologia de secuenciacion en particular. Los
métodos de alto rendimiento, por ejemplo, proporcionan lecturas de secuencia que pueden variar en tamafio desde
decenas hasta cientos de pares de bases (pb). La secuenciacién mediante nanoporos, por ejemplo, puede
proporcionar lecturas de secuencia que pueden variar en tamafo desde decenas a cientos hasta miles de pares de
bases. En algunos casos, las lecturas de secuencia son de una longitud media, mediana, promedio o absoluta de unos
15 pb a unos 900 pb de largo. En ciertos casos, las lecturas de secuencia son de una longitud media, mediana,
promedio o absoluta de unos 1000 pb o mas.

En algunos casos, la longitud nominal, promedio, media o absoluta de las lecturas de un solo extremo a veces es de
aproximadamente 1 nucledtido a aproximadamente 500 nucleétidos contiguos, aproximadamente 15 nucleétidos
contiguos a aproximadamente 50 nucledtidos contiguos, aproximadamente 30 nucledtidos contiguos a
aproximadamente 40 nucledtidos contiguos y, a veces, aproximadamente 35 nucleétidos contiguos o
aproximadamente 36 nucleotidos contiguos. En ciertos casos, la longitud promedio, media o absoluta de las lecturas
de un solo extremo son de aproximadamente 20 a aproximadamente 30 bases, o de aproximadamente 24 a
aproximadamente 28 bases de longitud. En ciertos casos, la longitud nominal, promedio, media o absoluta de las
lecturas de un solo extremo es de aproximadamente 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 21,
22,23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48 0 49 bases de
longitud.

En ciertos casos, la longitud nominal, promedio, media o absoluta de las lecturas de un solo extremo a veces es de
aproximadamente 10 nucleétidos contiguos a aproximadamente 25 nucleétidos contiguos (p.ej., aproximadamente 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 o 25 nucledtidos de longitud), aproximadamente 15 nucledtidos
contiguos a aproximadamente 20 nucledtidos contiguos y, a veces, aproximadamente 17 nucleétidos contiguos,
aproximadamente 18 nucledtidos contiguos, aproximadamente 20 nucleétidos contiguos, aproximadamente 25
nucleétidos contiguos, aproximadamente 36 nucleédtidos contiguos a aproximadamente 45 nucleétidos contiguos.

Las lecturas en general son representaciones de secuencias de nucledtidos en un acido nucleico fisico. Por ejemplo,
en una lectura que contiene una representacion ATGC de una secuencia, "A" representa un nucleétido de adenina,
"T" representa un nucleétido de timina, "G" representa un nucleétido de guanina y "C" representa un nucleétido de
citosina, en un acido nucleico fisico. Las lecturas de secuencia obtenidas de la sangre de una gestante pueden leerse
de una mezcla de acido nucleico materno y fetal. Una mezcla de lecturas relativamente cortas se puede transformar
mediante los procesos descritos en el presente documento en una representacion de un acido nucleico genémico
presente en la gestante y/o en el feto. Una mezcla de lecturas relativamente cortas se puede transformar en una
representacion de una variacién en el niumero de copias (por ejemplo, una variaciéon en el nimero de copias maternas
y/o fetales), una variacion genética o una aneuploidia, por ejemplo. Las lecturas de una mezcla de acido nucleico
materno y fetal se pueden transformar en una representacion de un cromosoma compuesto o un segmento del mismo
que comprende caracteristicas de uno o ambos cromosomas materno y fetal. En ciertos casos, la "obtencion" de
lecturas de secuencias de acidos nucleicos de una muestra de un sujeto y/o la "obtencién" de lecturas de secuencias
de acidos nucleicos de una muestra biolégica de una o mas personas de referencia, puede implicar la secuenciacion
directa del acido nucleico para obtener la informacién de la secuencia. En algunos casos, la "obtencion" puede implicar
recibir informacién de secuencia obtenida directamente de un acido nucleico por otro.

En algunos casos, se secuencia una fraccion del genoma, que a veces se expresa en la cantidad de genoma cubierta
por las secuencias de nucledtidos determinadas (por ejemplo, de cobertura inferior a 1). Cuando un genoma se
secuencia con una cobertura de aproximadamente 1X, aproximadamente el 100% de la secuencia de nucleétidos del
genoma se encuentra representada mediante lecturas. Un genoma también puede secuenciarse con redundancia,
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donde una regién determinada del genoma puede cubrirse con dos o0 mas lecturas o lecturas solapantes (por ejemplo,
superior a 1X). En algunos casos, un genoma se secuencia con una cobertura de aproximadamente 0,01 veces a una
cobertura de aproximadamente 100X, cobertura de aproximadamente 0,2X a 20X, o cobertura de aproximadamente
0,2X a aproximadamente 1X (por ejemplo, cobertura de aproximadamente 0,02-, 0,03-, 0,04-, 0,05-, 0,06-, 0,07-, 0,08,
0,09-,0,1-, 0,2-, 0,3-, 0,4-, 0,5-, 0,6-, 0,7-, 0,8-, 0,9-, 1-, 2-, 3-, 4-, 5-, 6-, 7-, 8-, 9-, 10-, 15-, 20-, 30-, 40-, 50-, 60-, 70-,
80-, 90X).

En algunos casos, la cobertura del genoma o la cobertura de secuencias es proporcional al recuento general de
lecturas de secuencias. Por ejemplo, los ensayos que generan y/o analizan mayores cantidades de recuentos de
lecturas de secuencias generalmente estan asociados con niveles mas altos de cobertura de secuencias. Los ensayos
que generan y/o analizan menores recuentos de lecturas de secuencias generalmente se asocian con niveles mas
bajos de cobertura de secuencias. En algunos casos, la cobertura de secuencias y/o el recuento de lecturas de
secuencias pueden reducirse sin disminuir significativamente la precision (por ejemplo, sensibilidad y/o especificidad)
de un método descrito en el presente documento. Una disminucion significativa en la precisién puede ser una
disminucion en la precision de aproximadamente un 1% a aproximadamente un 20% en comparacion con un método
que no utiliza un recuento de lecturas de secuencias reducido. Por ejemplo, una disminucion significativa en la
precision puede ser de aproximadamente un 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 15% o mas disminucién. En
algunos casos, la cobertura de secuencias y/o el recuento de lecturas de secuencias se reduce en aproximadamente
un 50% o mas. Por ejemplo, la cobertura de secuencias y/o el recuento de lecturas de secuencias se puede reducir
en aproximadamente un 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% o mas. En algunos casos, la cobertura de
secuencias y/o el recuento de lecturas de secuencias se reduce en aproximadamente un 60% a aproximadamente un
85%. Por ejemplo, la cobertura de secuencias y/o el recuento de lecturas de secuencias se puede reducir en
aproximadamente un 61%, 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%,
78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83% o0 84%. En algunos casos, la cobertura de secuencias y/o el recuento de lecturas de
secuencias se puede reducir eliminando ciertas lecturas de secuencias. En algunos casos, se eliminan las lecturas de
secuencias de fragmentos mas largos de una longitud particular (por ejemplo, fragmentos mas largos de
aproximadamente 160 bases).

En algunos casos, se selecciona un subconjunto de lecturas para el analisis y, a veces, se elimina del andlisis una
porcion determinada de las lecturas. La seleccion de un subconjunto de lecturas puede, en determinados casos,
enriquecer para una especie de acido nucleico (por ejemplo, acido nucleico fetal). El enriquecimiento de las lecturas
del acido nucleico fetal, por ejemplo, a menudo aumenta la precision de un método descrito en el presente documento
(por ejemplo, la deteccidn de aneuploidia fetal). Sin embargo, la seleccion y eliminacion de lecturas de un analisis a
menudo disminuye la precision de un método descrito en el presente documento (por ejemplo, debido a una mayor
varianza). Por lo tanto, sin quedar ligado a teoria alguna, en general, existe una relacion de compromiso entre mayor
precision asociada con el enriquecimiento de la lectura fetal y menor precisién asociada con una cantidad reducida de
lecturas en métodos que comprenden la seleccion y/o eliminacién de lecturas (por ejemplo, de fragmentos en un
intervalo de tamafo particular). En algunos casos, un método comprende seleccionar un subconjunto de lecturas
enriquecidas para lecturas del acido nucleico fetal sin disminuir significativamente la precision del método. A pesar de
este aparente compromiso, se ha determinado, como se describe en el presente documento, que la utilizaciéon de un
subconjunto de lecturas de secuencias de nucleétidos (por ejemplo, lecturas de fragmentos relativamente cortos),
puede mejorar o mantener la precision de los analisis genéticos fetales. Por ejemplo, en ciertos casos, alrededor del
80% o mas de las lecturas de secuencias de nucleétidos se pueden descartar mientras se mantienen los valores de
sensibilidad y especificidad que son similares a los valores de un método comparable que no descarta tales lecturas
de secuencias de nucledtidos.

En ciertos casos, se selecciona un subconjunto de fragmentos de acidos nucleicos antes de la secuenciacién. En
ciertos casos, se pueden usar técnicas basadas en hibridacion (por ejemplo, usando matrices de oligonucledétidos)
para seleccionar primero las secuencias de acidos nucleicos de ciertos cromosomas (por ejemplo, cromosomas
sexuales y/o un cromosoma potencialmente aneuploide y otros cromosomas no involucrados en la prueba de
aneuploidia). En algunos casos, el acido nucleico se puede fraccionar por tamafio (por ejemplo, por electroforesis en
gel, por cromatografia de exclusién por tamafio o por aproximacion basada en microfluidos) y en ciertos casos, el
acido nucleico fetal puede enriquecerse seleccionando el acido nucleico que tiene un peso molecular mas bajo (por
ejemplo, menos de 300 pares de bases, menos de 200 pares de bases, menos de 150 pares de bases, menos de 100
pares de bases). En algunos casos, puede enriquecerse el acido nucleico fetal suprimiendo el &cido nucleico materno
de fondo, como por ejemplo mediante la adicion de formaldehido. En algunos casos, una porcién o subconjunto de un
conjunto preseleccionado de fragmentos de acido nucleico se secuencia aleatoriamente. En algunos casos, el acido
nucleico se amplifica antes de la secuenciacién. En algunos casos, una porcién o subconjunto del acido nucleico se
amplifica antes de la secuenciacion.

En algunos casos, se secuencia una muestra de &cido nucleico de un individuo. En ciertos casos, los acidos nucleicos
de cada una de dos 0 mas muestras se secuencian, donde las muestras son de un individuo o de individuos diferentes.
En ciertos casos, muestras de acidos nucleicos de dos o0 mas muestras bioldgicas se agrupan, donde cada muestra
biolégica es de un individuo o dos 0 mas individuos y el conjunto se secuencia. En los Ultimos casos, una muestra de
acido nucleico de cada muestra biolégica a menudo se identifica mediante uno o mas identificadores Unicos o
marcadores de identificacion.
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En algunos casos, un método de secuenciacion utiliza identificadores que permiten la multiplexacion de las reacciones
de secuencia en un proceso de secuenciacion. Cuanto mayor sea el numero de identificadores unicos, mayor sera el
nimero de muestras y/o cromosomas para la deteccioén, por ejemplo, que se pueden multiplexar en un proceso de
secuenciacion. Se puede realizar un proceso de secuenciacion utilizando cualquier nimero adecuado de
identificadores unicos (por ejemplo, 4, 8, 12, 24, 48, 96 o mas).

Un proceso de secuenciacion a veces hace uso de una fase sélida, y a veces la fase sélida comprende una celda de
flujo en donde se puede unir el acido nucleico de una biblioteca y los reactivos pueden fluir y ponerse en contacto con
el acido nucleico unido. Una celda de flujo a veces incluye carriles para celdas de flujo, y el uso de identificadores
puede facilitar el analisis de varias muestras en cada carril. Una celda de flujo a menudo es un soporte sélido que
puede configurarse para retener y/o permitir el paso ordenado de soluciones de reactivos sobre analitos unidos. Las
celdas de flujo con frecuencia son planas en forma, 6pticamente transparentes, generalmente en la escala milimétrica
o submilimétrica, y con frecuencia tienen canales o carriles en los que se produce la interaccion analito/reactivo. En
algunos casos, el numero de muestras analizadas en un carril de celdas de flujo dado depende del numero de
identificadores Unicos utilizados durante la preparacion de la biblioteca y/o del disefio de la sonda en el carril de celda
de flujo unico. La multiplexacion utilizando 12 identificadores, por ejemplo, permite el andlisis simultaneo de 96
muestras (por ejemplo, igual al nimero de pocillos en una placa de micropocillos de 96 pocillos) en una celda de flujo
de 8 carriles. De manera similar, la multiplexacion utilizando 48 identificadores, por ejemplo, permite el analisis
simultaneo de 384 muestras (por ejemplo, igual al numero de pocillos en una placa de micropocillos de 384 pocillos)
en una celda de flujo de 8 carriles. Los ejemplos no limitantes de kits de secuenciacion multiplex disponibles en el
mercado incluyen el kit de oligonucledtidos de preparacién de muestras multiplexado de lllumina y los cebadores de
secuenciacion de multiplexacion y el kit de control PhiX (por ejemplo, los numeros de catalogo PE-400-1001 y PE-
400-1002 de lllumina, respectivamente).

Se puede usar cualquier método adecuado de secuenciacion de acidos nucleicos, ejemplos no limitantes de estos
incluyen Maxim & Gilbert, métodos de terminacién de cadena, secuenciacién por sintesis, secuenciacién por union,
secuenciacion por espectrometria de masas, técnicas basadas en microscopia, similares o combinaciones de los
mismos. En algunos casos, se puede utilizar una tecnologia de primera generacién, tal como, por ejemplo, los métodos
de secuenciacion de Sanger, incluidos los métodos automatizados de secuenciacion de Sanger, incluida la
secuenciacion de Sanger microfluidica, en un método proporcionado en el presente documento. En algunos casos, se
pueden usar tecnologias de secuenciacion que incluyen el uso de tecnologias de imagenes de acidos nucleicos (por
ejemplo, microscopia electrénica de transmision (TEM) y microscopia de fuerza atémica (AFM)). En algunos casos se
utiliza un método de secuenciacion de alto rendimiento. Los métodos de secuenciacion de alto rendimiento
generalmente involucran moldes de ADN amplificados de forma clonal o moléculas de ADN individuales que se
secuencian de forma masiva en paralelo, a veces dentro de una celda de flujo. Las técnicas de secuenciacion de
nueva generacion (por ejemplo, 2da y 3ra generacion) capaces de secuenciar el ADN de una forma masiva en paralelo
se pueden usar para los métodos descritos en el presente documento y se denominan colectivamente en el presente
documento "secuenciacién masiva en paralelo" (MPS). En algunos casos, los métodos de secuenciacion MPS utilizan
una aproximacion dirigida, donde los cromosomas, genes o regiones especificos de interés son secuencias. En ciertos
casos, se usa una aproximacion no dirigida donde la mayoria o la totalidad de los acidos nucleicos en una muestra se
secuencian, amplifican y/o capturan de manera aleatoria.

En algunos casos, se usa una aproximacion de enriquecimiento, amplificacion y/o secuenciacion. Una aproximacion
dirigida a menudo aisla, selecciona y/o enriquece un subconjunto de acidos nucleicos en una muestra para su
procesamiento posterior usando oligonucleétidos especificos de secuencia. En algunos casos, se utiliza una biblioteca
de oligonucleétidos especificos de secuencia para dirigir (por ejemplo, hibridar con) uno o mas conjuntos de acidos
nucleicos en una muestra. Los oligonucleétidos y/o cebadores especificos de secuencia a menudo son selectivos para
secuencias particulares (por ejemplo, secuencias Unicas de acidos nucleicos) presentes en uno 0 mas cromosomas,
genes, exones, intrones y/o regiones reguladoras de interés. Se puede usar cualquier método o combinacién de
métodos adecuados para el enriquecimiento, amplificacion y/o secuenciacion de uno o mas subconjuntos de acidos
nucleicos dirigidos. En algunos casos, las secuencias dirigidas se aislan y/o enriquecen por captura en una fase sélida
(por ejemplo, una celda de flujo, una perla) utilizando uno o mas anclajes especificos de secuencia. En algunos casos,
las secuencias dirigidas se enriquecen y/o amplifican mediante un método basado en polimerasa (por ejemplo, un
método basado en PCR, mediante cualquier extension adecuada basada en polimerasa) utilizando cebadores y/o
conjuntos de cebadores especificos de secuencia. Los anclajes especificos de secuencia a menudo se pueden usar
como cebadores especificos de secuencia.

La secuenciacion MPS a veces hace uso de la secuenciacion por sintesis y ciertos procesos de imagen. Una
tecnologia de secuenciacién de acidos nucleicos que se puede usar en un método descrito en el presente documento
es la secuenciacion por sintesis y la secuenciacién basada en terminador reversible (por ejemplo, Genome Analyzer
de lllumina; Genome Analyzer II; HISEQ 2000; HISEQ 2500 (lllumina, San Diego CA)). Con esta tecnologia, se pueden
secuenciar millones de fragmentos de acidos nucleicos (por ejemplo, ADN) en paralelo. En un ejemplo de este tipo de
tecnologia de secuenciacion, se usa una celda de flujo que contiene un portaobjetos 6pticamente transparente con 8
carriles individuales en cuyas superficies estan anclados los oligonucleétidos unidos (por ejemplo, cebadores
adaptadores). Una celda de flujo a menudo es un soporte sélido que puede configurarse para retener y/o permitir el
paso ordenado de soluciones de reactivos sobre analitos unidos. Las celdas de flujo con frecuencia son planas en

31



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2772029 T3

forma, Opticamente transparentes, generalmente en la escala milimétrica o submilimétrica, y con frecuencia tienen
canales o carriles en los que se produce la interaccién analito/reactivo.

En algunos casos, la secuenciacion por sintesis comprende la adicion iterativa (por ejemplo, por adicion covalente) de
un nucleétido a un cebador o una cadena de acido nucleico preexistente de una manera dirigida por molde. Cada
adicion iterativa de un nucledtido se detecta y el proceso se repite varias veces hasta que se obtiene una secuencia
de una hebra de acido nucleico. La longitud de una secuencia obtenida depende, en parte, del nimero de etapas de
adicion y deteccion que se realizan. En algunos casos de secuenciacion por sintesis, se agregan y detectan uno, dos,
tres 0 mas nucleétidos del mismo tipo (por ejemplo, A, G, C o T) en una ronda de adiciéon de nucleétidos. Los
nucleétidos se pueden agregar por cualquier método adecuado (por ejemplo, enzimaticamente o quimicamente). Por
ejemplo, en algunos casos, una polimerasa o una ligasa agrega un nucleétido a un cebador o a una hebra de acido
nucleico preexistente de una manera dirigida por molde. En algunos casos de secuenciacion por sintesis, se utilizan
diferentes tipos de nucleétidos, analogos de nucledtidos y/o identificadores. En algunos casos, se usan terminadores
reversibles y/o identificadores removibles (por ejemplo, escindibles). En algunos casos, se usan nucledtidos y/o
analogos de nucleodtidos etiquetados fluorescentes. En ciertos casos, la secuenciacion por sintesis comprende una
escision (por ejemplo, escision y eliminacion de un identificador) y/o una etapa de lavado. En algunos casos, la adicion
de uno o mas nucledtidos se detecta mediante un método adecuado descrito en el presente documento o conocido
en la técnica, cuyos ejemplos no limitantes incluyen cualquier maquina de imagenes adecuada, una camara adecuada,
una camara digital, una maquina de imagenes basada en un CCD (Dispositivo de Carga Acoplada) (por ejemplo, una
camara CCD), una maquina de imagenes basada en CMOS (Silicio Complementario de Oxido Metalico) (por ejemplo,
una camara CMOS), un fotodiodo (por ejemplo, un tubo fotomultiplicador), microscopio electronico, un transistor de
efecto de campo (por ejemplo, un transistor de efecto de campo de ADN), un sensor i6nico ISFET (por ejemplo, un
sensor CHEMFET), similares o combinaciones de los mismos. Otros métodos de secuenciacidon que se pueden usar
para llevar a cabo métodos en el presente documento incluyen PCR digital y secuenciacién por hibridacion.

Otros métodos de secuenciacién que se pueden usar para llevar a cabo métodos del presente documento incluyen
PCR digital y secuenciacion por hibridaciéon. En algunos casos, la reaccion en cadena de la polimerasa digital (PCR
digital o dPCR) se puede usar para identificar y cuantificar directamente los acidos nucleicos en una muestra. La PCR
digital se puede realizar en una emulsion. Por ejemplo, los acidos nucleicos individuales se separan, por ejemplo, en
un dispositivo de camara microfluidica, y cada acido nucleico se amplifica individualmente mediante PCR. Los acidos
nucleicos se pueden separar de modo que no haya mas de un acido nucleico por pocillo. En algunos casos, se pueden
usar diferentes sondas para distinguir varios alelos (por ejemplo, alelos fetales y alelos maternos). Se pueden
enumerar los alelos para determinar el nUumero de copias.

En ciertos casos, se puede utilizar la secuenciacion por hibridacién. EI método implica poner en contacto una pluralidad
de secuencias polinucleotidicas con una pluralidad de sondas polinucleotidicas, donde cada una de la pluralidad de
las sondas polinucleotidicas puede anclar opcionalmente a un sustrato. En algunos casos, el sustrato puede ser una
superficie plana con una matriz de secuencias de nucleétidos conocidas. El patrén de hibridacién con la matriz se
puede usar para determinar las secuencias de polinucleétidos presentes en la muestra. En algunos casos, cada sonda
se ancla a una perla, por ejemplo, una perla magnética o similar. La hibridacion a las perlas puede identificarse y
usarse para identificar la pluralidad de secuencias de polinucleétidos dentro de la muestra.

En algunos casos, la secuenciacidén mediante nanoporos se puede usar en un método descrito en el presente
documento. La secuenciacién mediante nanoporos es una tecnologia de secuenciacion de molécula Unica mediante
la cual una unica molécula de acido nucleico (por ejemplo, el ADN) se secuencia directamente cuando pasa a través
de un nanoporo.

Se puede usar un método, sistema o plataforma tecnolégica adecuada de MPS para llevar a cabo los métodos
descritos en el presente documento para obtener lecturas de secuenciacion de acidos nucleicos. Ejemplos no
limitantes de plataformas MPS incluyen lllumina/Solex/HiSeq (por ejemplo, Genome Analyzer de lllumina; Genome
Analyzer II; HISEQ 2000; HISEQ), SOLID, Roche/454, PACBIO y/o SMRT, Secuenciacion de Molécula Unica Helicos
True, lon Torrent y secuenciacion basada en lon semiconductor (por ejemplo, desarrollada por Life Technologies),
WildFire, tecnologias basadas en Genetic Analyzer 5500, 5500 xI W y/o 5500 xI W (por ejemplo, desarrollados y
vendidos por Life Technologies, publicacion de patente de EE.UU. n° US20130012399); Secuenciacién Polony,
Pirosecuenciacién, Secuenciacion de firma masiva en paralelo (MPSS), secuenciacién de ARN polimerasa (RNAP),
sistemas y métodos LaserGen, plataformas basadas en nanoporos, matriz de transistores de efecto de campo
(CHEMFET) sensibles a los productos quimicos, secuenciacién basada en microscopia electrénica (por ejemplo,
desarrollada por ZS Genetics, Halcyon Molecular), secuenciacion con nanoesferas.

En algunos casos, se realiza secuenciacion especifica de cromosomas. En algunos casos, la secuenciacion especifica
de cromosomas se realiza utilizando DANSR (andlisis digital de regiones seleccionadas). El andlisis digital de las
regiones seleccionadas permite la cuantificacion simultdnea de cientos de loci por catenacion dependiente de ADNcf
de dos oligonucleétidos especificos de locus a través de un oligonucleétido "puente" intermedio para formar un molde
de PCR. En algunos casos, la secuenciacion especifica de cromosomas se realiza generando una biblioteca
enriquecida en secuencias especificas de cromosomas. En algunos casos, las lecturas de secuencia se obtienen solo
para un conjunto de cromosomas seleccionados. En algunos casos, las lecturas de secuencia se obtienen solo para
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los cromosomas 21, 18y 13.
Lecturas de mapeo

Las lecturas de secuencia se pueden mapear y el numero de lecturas que mapean a una region de acido nucleico
especifica (por ejemplo, un cromosoma, porcién o segmento del mismo) se denominan recuentos. Se puede utilizar
cualquier método de mapeo adecuado (por ejemplo, proceso, algoritmo, programa, software, médulo, similares o
combinacién de los mismos). Ciertos aspectos de procesos de mapeo se describen en el presente documento a
continuacion.

El mapeo de las lecturas de secuencias de nucledétidos (es decir, la informacion de la secuencia de un fragmento cuya
posicion gendmica fisica es desconocida) se puede realizar de varias maneras, y con frecuencia comprende la
alineacion de las lecturas de secuencias obtenidas con una secuencia coincidente en un genoma de referencia. En
tales alineaciones, las lecturas de secuencias generalmente se alinean con una secuencia de referencia y las que se
alinean se designan "mapeadas”, "una lectura de secuencia mapeada " o "una lectura mapeada". En ciertos casos,
una lectura de secuencia mapeada se denomina "hit" o "recuento". En algunos casos, las lecturas de secuencia
mapeadas se agrupan de acuerdo con diversos parametros y se asignan a porciones particulares, que se explican
con mas detalle a continuacion.

Como se usa en el presente documento, los términos "alineada", "alineacion" o "que alinea" se refieren a dos o mas
secuencias de acido nucleico que pueden identificarse como una coincidencia (por ejemplo, 100% de identidad) o una
coincidencia parcial. Las alineaciones se pueden hacer manualmente o por ordenador (por ejemplo, un software,
programa, modulo o algoritmo), cuyos ejemplos no limitantes incluyen el programa informatico Efficient Local
Alignment of Nucleotide Data (ELAND) distribuido como parte de la linea lllumina Genomics Analysis. La alineacion
de una lectura de secuencia puede ser una coincidencia de secuencia del 100%. En algunos casos, una alineacion es
menor que una coincidencia de secuencia del 100% (es decir, coincidencia no perfecta, coincidencia parcial, alineacion
parcial). Una alineacién puede ser aproximadamente un 99%, 98 %, 97 %, 96 %, 95 %, 94 %, 93 %, 92 %, 91 %, 90 %,
89 %, 88 %, 87 %, 86 %, 85 %, 84 %, 83 %, 82 %, 81 %, 80 %, 79 %, 78 %, 77 %, 76 % o 75 % de coincidencia. En
algunos casos, una alineacién comprende un desapareamiento. En algunos casos, una alineacion comprende 1, 2, 3,
4 o 5 desapareamientos. Se pueden alinear dos o mas secuencias usando cualquiera de las hebras. En ciertos casos,
una secuencia de acido nucleico se alinea con el complemento inverso de otra secuencia de acido nucleico.

Se pueden usar varios métodos informaticos para mapear cada lectura de secuencia a una porcién. Ejemplos no
limitantes de algoritmos de ordenador que se pueden usar para alinear secuencias incluyen, sin limitacién, BLAST,
BLITZ, FASTA, BOWTIE 1, BOWTIE 2, ELAND, MAQ, PROBEMATCH, SOAP o SEQMAP, o variaciones de los
mismos o0 combinaciones de los mismos. En algunos casos, las lecturas de secuencia se pueden alinear con
secuencias en un genoma de referencia. En algunos casos, las lecturas de secuencia se pueden encontrar y/o alinear
con secuencias en bases de datos de acidos nucleicos conocidas en la técnica, incluyendo, por ejemplo, GenBank,
dbEST, dbSTS, EMBL (Laboratorio Europeo de Biologia Molecular) y DDBJ (Banco de Datos de ADN de Japén). Se
pueden usar herramientas BLAST o similares para buscar las secuencias identificadas en una base de datos de
secuencias. Los resultados de busqueda se pueden usar para ordenar las secuencias identificadas en porciones
apropiadas (descritas a continuacion), por ejemplo.

En algunos casos, una lectura puede mapearse de forma Unica o no Unica a porciones de un genoma de referencia.
Una lectura se considera como "mapeada de forma unica" si se alinea con una Unica secuencia en el genoma de
referencia. Una lectura se considera como "mapeada de forma no unica" si se alinea con dos o mas secuencias en el
genoma de referencia. En algunos casos, las lecturas mapeadas de forma no Unica se eliminan para un analisis
adicional (por ejemplo, la cuantificacion). En ciertos casos, se puede permitir que un cierto grado pequefio de
desapareamiento (0-1) tenga en cuenta los polimorfismos de un solo nucleétido que pueden existir entre el genoma
de referencia y las lecturas de las muestras individuales que se estan mapeando. En algunos casos, no se permite un
grado de desapareamiento para una lectura mapeada a una secuencia de referencia.

Como se usa en el presente documento, la expresion "genoma de referencia" puede referirse a cualquier genoma
conocido particular, secuenciado o caracterizado, ya sea parcial o completo, de cualquier organismo o virus que pueda
usarse para hacer referencia a secuencias identificadas de un sujeto. Por ejemplo, un genoma de referencia utilizado
para sujetos humanos, asi como muchos otros organismos, se puede encontrar en el Centro Nacional de Informacion
Biotecnoldgica en www.ncbi.nlm.nih.gov. Un "genoma" se refiere a la informacion genética completa de un organismo
0 virus, expresada en secuencias de acidos nucleicos. Como se usa en el presente documento, una secuencia de
referencia o genoma de referencia a menudo es una secuencia genémica ensamblada o parcialmente ensamblada de
un individuo o individuos multiples. En algunos casos, un genoma de referencia es una secuencia gendmica
ensamblada o parcialmente ensamblada de uno o mas individuos humanos. En algunos casos, un genoma de
referencia comprende secuencias asignadas a cromosomas.

En ciertos casos, cuando una muestra de acido nucleico es de una gestante, a veces una secuencia de referencia no

es del feto, la madre del feto o el padre del feto, y se denomina en el presente documento como una "referencia
externa". En algunos casos, se puede preparar y utilizar una referencia materna. Cuando se prepara una referencia
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de la gestante ("secuencia de referencia materna") basada en una referencia externa, las lecturas del ADN de la
gestante que contiene sustancialmente ADN no fetal a menudo se mapean a la secuencia de referencia externa y se
ensamblan. En ciertos casos, la referencia externa es del ADN de un individuo que tiene sustancialmente la misma
etnia que la gestante. Una secuencia de referencia materna puede no cubrir completamente el ADN genémico materno
(por ejemplo, puede cubrir aproximadamente el 50%, 60 %, 70 %, 80 %, 90% o mas del ADN gendmico materno) y la
referencia materna puede no coincidir perfectamente con la secuencia del ADN gendmico materno (por ejemplo, la
secuencia de referencia materna puede incluir multiples desapareamientos).

En ciertos casos, la capacidad de mapeo se puede evaluar para una regién gendémica (por ejemplo, porcién, porcion
genomica, porcion). La capacidad de mapeo es la capacidad de alinear de forma inequivoca una lectura de una
secuencia de nucledtidos con una porcion de un genoma de referencia, por lo general hasta un nimero especifico de
desapareamientos, incluyendo, por ejemplo, 0, 1, 2 o mas desapareamientos. Para una regién gendémica dada, la
capacidad de mapeo esperada se puede estimar utilizando una aproximacion de ventana deslizante de una longitud
de lectura preestablecida y realizando el promedio de los valores de capacidad de mapeo de nivel de lecturas
resultantes. Las regiones gendmicas que comprenden tramos de una secuencia de nucleétidos Unica a veces tienen
un alto valor de capacidad de mapeo.

Porciones

En algunos casos, las lecturas de secuencia mapeadas (es decir, marcadores de secuencia) se agrupan de acuerdo
con diversos parametros y se asignan a porciones particulares (por ejemplo, porciones de un genoma de referencia).
A menudo, se pueden usar lecturas de secuencias mapeadas individuales para identificar una porcion (por ejemplo,
la presencia, ausencia o cantidad de una porcién) presente en una muestra. En algunos casos, la cantidad de una
porcion es indicativa de la cantidad de una secuencia mas grande (por ejemplo, un cromosoma) en la muestra. El
término "porcién" también se puede denominar en el presente documento "seccién gendmica", "fraccion”, "region”,
"particion”, "porcion de un genoma de referencia”, "porciéon de un cromosoma" o "porcion genémica". En algunos
€asos, una porcion es un cromosoma completo, un segmento de un cromosoma, un segmento de un genoma de
referencia, un segmento que abarca varios cromosomas, segmentos de varios cromosomas y/o combinaciones de los
mismos. Una porcién se predefine en funcién de parametros especificos (por ejemplo, indicadores). En algunos casos,
una porcién se define de manera arbitraria o no arbitraria basandose en la particion de un genoma (por ejemplo,
particionado por tamafo, en el contenido de GC, regiones contiguas, regiones contiguas de un tamano definido
arbitrariamente y similares).

En algunos casos, una porcién se delinea en funcién de uno o mas parametros que incluyen, por ejemplo, la longitud
0 una caracteristica o caracteristicas particulares de la secuencia. Las porciones se pueden seleccionar, filtrar y/o
eliminar del estudio utilizando cualquier criterio adecuado conocido en la técnica o descrito en el presente documento.
En algunos casos, una porcién se basa en una longitud particular de secuencia gendémica. En algunos casos, un
método puede incluir el analisis de multiples lecturas de secuencias mapeadas en una pluralidad de porciones. Las
porciones pueden tener aproximadamente la misma longitud o las porciones pueden tener diferentes longitudes. En
algunos casos, las porciones tienen aproximadamente la misma longitud. En algunos casos, porciones de diferentes
longitudes se ajustan o ponderan. En algunos casos, una porcion es de aproximadamente 10 kilobases (kb) a
aproximadamente 100 kb, aproximadamente 20 kb a aproximadamente 80 kb, aproximadamente 30 kb a
aproximadamente 70 kb, aproximadamente 40 kb a aproximadamente 60 kb y, algunas veces, de aproximadamente
50 kb. En algunos casos, una porcién es de aproximadamente 10 kb a aproximadamente 20 kb. Una porcion no se
limita a series de secuencia contiguas. Por lo tanto, las porciones pueden estar compuestas por secuencias contiguas
y/o no contiguas. Una porcidn no se limita a un solo cromosoma. En algunos casos, una porcion incluye la totalidad o
parte de un cromosoma o la totalidad o parte de dos o mas cromosomas. En algunos casos, las porciones pueden
abarcar uno, dos 0 mas cromosomas completos. Ademas, las porciones pueden abarcar regiones unidas o no unidas
de multiples cromosomas.

En algunos casos, las porciones pueden ser segmentos cromosoémicos particulares en un cromosoma de interés, tal
como, por ejemplo, un cromosoma en donde se evalla una variacion genética (por ejemplo, una aneuploidia de los
cromosomas 13, 18 y/o 21 o un cromosoma sexual). Una porcion también puede ser un genoma patégeno (por
ejemplo, bacteriano, fungico o viral) o un fragmento del mismo. Las porciones pueden ser genes, fragmentos de genes,
secuencias reguladoras, intrones, exones y similares.

En algunos casos, un genoma (por ejemplo, un genoma humano) se divide en porciones en funcion del contenido de
informacioén de regiones particulares. En algunos casos, la particion de un genoma puede eliminar regiones similares
(por ejemplo, regiones o secuencias idénticas u homoélogas) en todo el genoma y solo mantener regiones Unicas. Las
regiones eliminadas durante la particion pueden estar dentro de un solo cromosoma o pueden abarcar multiples
cromosomas. En algunos casos, un genoma particionado se recorta y optimiza para una alineaciéon mas rapida, lo que
a menudo permite la aproximacion de secuencias identificables de forma unica.

En algunos casos, la particién puede reducir la ponderacion de regiones similares. Un proceso para la reduccion de la
ponderacion de una porcion se describe con mas detalle a continuacion.
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En algunos casos, la particion de un genoma en regiones que trascienden los cromosomas puede basarse en la
ganancia de informacién producida en el contexto de la clasificacién. Por ejemplo, el contenido de la informacién se
puede cuantificar utilizando un perfil de valor p que mide la significacién de ubicaciones gendémicas particulares para
distinguir entre grupos de sujetos normales y anormales confirmados (por ejemplo, sujetos euploides y con trisomia,
respectivamente). En algunos casos, la particion de un genoma en regiones que trascienden los cromosomas puede
basarse en cualquier otro criterio, tal como, por ejemplo, velocidad/conveniencia mientras se alinean marcadores,
contenido de GC (por ejemplo, contenido de GC alto o bajo), uniformidad del contenido de GC, otras medidas de
contenido de secuencias (por ejemplo, fraccion de nucledtidos individuales, fraccion de pirimidinas o purinas, fraccién
de acidos nucleicos naturales frente a no naturales, fraccion de nucleétidos metilados y contenido de CpG), estado de
metilacion, temperatura de fusién del duplex, capacidad de secuenciacién o PCR, valor de incertidumbre asignado a
porciones individuales de un genoma de referencia y/o una busqueda dirigida para caracteristicas particulares.

Un "segmento" de un cromosoma generalmente es parte de un cromosoma, y tipicamente es una parte diferente de
un cromosoma que una porcién. Un segmento de un cromosoma a veces se encuentra en una region diferente de un
cromosoma respecto a una porcion, a veces no comparte un polinucleétido con una porcién y, a veces, incluye un
polinucledtido que esta en una porcion. Un segmento de un cromosoma a menudo contiene un nimero mayor de
nuclestidos que una porcién (por ejemplo, un segmento a veces incluye una porcién), y algunas veces un segmento
de un cromosoma contiene un numero menor de nucleétidos que una porcién (por ejemplo, un segmento a veces esta
dentro de una porcion).

Seleccién de porciones

Se ha observado que los fragmentos de acidos nucleicos libres de células circulantes (fragmentos CCF) obtenidos de
una gestante comprenden generalmente fragmentos de acido nucleico que se originan a partir de células fetales (es
decir, fragmentos fetales) y fragmentos de acido nucleico que se originan a partir de células maternas (es decir,
fragmentos maternos). Las lecturas de secuencia derivadas de fragmentos CCF procedentes de un feto se denominan
en el presente documento "lecturas fetales". Las lecturas de secuencia derivadas de fragmentos de CCF procedentes
del genoma de una gestante (por ejemplo, una madre) que tiene un feto se denominan en el presente documento
"lecturas maternas". Los fragmentos CCF a partir de los cuales se obtienen lecturas fetales se denominan en el
presente documento moldes fetales y los fragmentos CCF a partir de los cuales se obtienen lecturas maternas se
denominan en el presente documento moldes maternos.

También se ha observado que en los fragmentos CCF, los fragmentos fetales generalmente son relativamente cortos
(por ejemplo, aproximadamente 200 pares de bases de longitud o menos) y que los fragmentos maternos incluyen
tales fragmentos relativamente cortos y fragmentos relativamente mas largos. Se puede identificar un subconjunto de
porciones a las que se mapea una cantidad significativa de lecturas de fragmentos relativamente cortos. Sin quedar
ligado a teoria alguna, se espera que las lecturas mapeadas en dichas porciones estén enriquecidas para lecturas
fetales, lo que puede mejorar la precision de un analisis genético fetal (por ejemplo, detectar la presencia o ausencia
de una variacion genética fetal (por ejemplo, aneuploidia de cromosomas fetales (por ejemplo, T21, T18 y/o T13))).

Sin embargo, a menudo no se considera un ndmero significativo de lecturas, cuando un analisis genético fetal se basa
en un subconjunto de lecturas. La seleccion de un subconjunto de lecturas mapeadas en un subconjunto seleccionado
de porciones, y la eliminaciéon de lecturas en porciones no seleccionadas, para un analisis genético fetal puede
disminuir la precision del analisis genético, debido a una mayor varianza, por ejemplo. En algunos casos,
aproximadamente del 30% a aproximadamente el 70% (por ejemplo, aproximadamente el 35%, 40%, 45%, 50%, 55%,
60%, 0 65%) de las lecturas de secuenciacion obtenidas de un mapa del sujeto o muestra, se eliminan del estudio al
seleccionar un subconjunto de porciones para un analisis genético fetal. En ciertos casos, aproximadamente del 30%
a aproximadamente el 70% (por ejemplo, aproximadamente el 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 0 65%) de las lecturas
de secuenciacion obtenidas de un sujeto o muestra mapean a un subconjunto de porciones utilizadas para un analisis
genético fetal.

Por lo tanto, sin quedar ligado a teoria alguna, en general, existe una relacién de compromiso entre mayor precision
asociada con el enriquecimiento de la lectura fetal y menor precisidon asociada con una cantidad reducida de datos de
lectura (por ejemplo, eliminaciéon de porciones y/o lecturas) para un analisis genético fetal. En algunos casos, un
método comprende seleccionar un subconjunto de porciones enriquecidas para lecturas del acido nucleico fetal (por
ejemplo, lecturas fetales) que mejoran, o no disminuyen significativamente, la precision de un analisis genético fetal.
A pesar de este aparente compromiso, se ha determinado, como se describe en el presente documento, que utilizando
un subconjunto de porciones, a las que se mapean una cantidad significativa de lecturas de fragmentos relativamente
cortos, puede mejorar la precision de los analisis genéticos fetales.

Un subconjunto de porciones, en las que una cantidad significativa de lecturas de los fragmentos CCF tienen una
longitud menor que una longitud de un fragmento seleccionado, puede identificarse seleccionando porciones que
cumplan uno o mas criterios, y/o identificarse eliminando (por ejemplo, filtrando) porciones que no cumplan uno o mas
criterios. A veces, un subconjunto de porciones que se identifica después de asignar un conjunto de lecturas derivadas
de una muestra, o en algunos casos, un conjunto de lecturas derivadas de multiples muestras, se mapea en porciones
de un genoma de referencia. En ciertos casos, la identificacion de un subconjunto de porciones comprende mapear
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las lecturas derivadas de fragmentos CCF en porciones en un genoma de referencia, cromosoma o segmento del
mismo, y seleccionar un subconjunto de porciones de acuerdo con la cantidad de lecturas derivadas de fragmentos
CCF relativamente cortos (por ejemplo, aproximadamente 200 pares de bases o menos) que se han mapeado en
porciones individuales.

Se puede utilizar cualquier método adecuado para identificar porciones en las que se ha mapeado una cantidad
significativa de lecturas de fragmentos CCF que tienen una longitud menor que la longitud de un fragmento
seleccionado (por ejemplo, una primera longitud de fragmento seleccionado). Los fragmentos CCF que tienen una
longitud menor que la longitud de un fragmento seleccionado a menudo son fragmentos CCF relativamente cortos, y
algunas veces la longitud del fragmento seleccionado es de aproximadamente 200 pares de bases o menos (por
ejemplo, fragmentos CCF que tienen aproximadamente 190, 180, 170, 160, 150, 140, 130, 120, 110, 100, 90 u 80
bases de longitud). La longitud de un fragmento CCF se puede determinar (por ejemplo, deducir o inferir) mediante el
mapeo de dos o mas lecturas derivadas del fragmento (por ejemplo, una lectura de extremo pareado) a un genoma
de referencia. Para lecturas de extremos pareados derivadas de un fragmento CCF, por ejemplo, las lecturas se
pueden mapear en un genoma de referencia, se puede determinar la longitud de la secuencia genémica entre las
lecturas mapeadas, y la totalidad de las dos longitudes de lectura y la longitud de la secuencia genémica entre las
lecturas es igual a la longitud del fragmento CCF. La longitud de un molde de fragmento CCF a veces se determina
directamente a partir de la longitud de una lectura derivada del fragmento (por ejemplo, lectura de extremo unico).

Se pueden utilizar lecturas de secuencia de cualquier nUmero adecuado de muestras para identificar un subconjunto
de porciones que cumplan uno o mas criterios descritos en este documento. A veces se utilizan lecturas de secuencia
de un grupo de muestras de multiples mujeres gestantes. Se pueden abordar una o mas muestras de cada una de las
multiples mujeres gestantes (por ejemplo, de 1 a aproximadamente 20 muestras de cada mujer gestante (por ejemplo,
aproximadamente 2, 3,4, 5,6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 0 19 muestras)), y se puede abordar un nimero
adecuado de mujeres gestantes (por ejemplo, de aproximadamente 2 a aproximadamente 10000 mujeres gestantes
(por ejemplo, aproximadamente 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 500, 600, 700,
800, 900, 1000, 2000, 3000, 4000, 5000, 6000, 7000, 8000, 9000 mujeres gestantes)). En algunos casos, las lecturas
de secuencia de la(s) misma(s) muestra(s) de ensayo de la misma mujer gestante, se mapean en porciones en el
genoma de referencia y se utilizan para generar el subconjunto de porciones.

Después de que las lecturas se han mapeado en porciones, las porciones a veces se procesan antes de identificar un
subconjunto de porciones que cumplen uno o mas criterios descritos en este documento. En algunos casos, ciertas
porciones se eliminan (por ejemplo, se filtran) de acuerdo con una o mas caracteristicas, cuyos ejemplos no limitantes
incluyen mapeo relativamente bajo, variabilidad relativamente alta, fraccion relativamente grande de secuencias
repetitivas, uno o mas procedimientos de normalizacion (por ejemplo, PERUN y/u otro procedimiento descrito en el
presente documento), similares o una combinacién de los mismos, y después se selecciona un subconjunto de
porciones que cumple uno o mas criterios descritos en el presente documento. En algunos casos, las porciones no se
procesan antes de identificar un subconjunto de porciones que cumplen uno o mas criterios descritos en el presente
documento después de que las lecturas se hayan mapeado en las porciones.

En algunos casos, un subconjunto de porciones, en donde una cantidad significativa de lecturas de fragmentos CCF
tienen una longitud menor que la longitud de un fragmento seleccionado, se identifica en funcion de si la cantidad de
lecturas mapeadas de fragmentos CCF que tienen una longitud menor que la longitud de un primer fragmento
seleccionado es mayor que la cantidad de lecturas mapeadas de los fragmentos CCF que tienen una longitud menor
que la longitud de un segundo fragmento seleccionado. En ciertos casos, un subconjunto de porciones, en donde una
cantidad significativa de lecturas de fragmentos CCF tienen una longitud menor que la longitud de un fragmento
seleccionado, se identifica en funcion de si la cantidad de lecturas mapeadas de fragmentos CCF que tienen una
longitud menor que la longitud de un primer fragmento seleccionado es mayor que la cantidad promedio, media o
mediana de lecturas mapeadas de fragmentos CCF que tienen una longitud menor que la longitud de un segundo
fragmento seleccionado para las porciones analizadas. En algunos casos, un subconjunto de porciones, en donde una
cantidad significativa de lecturas de fragmentos CCF tienen una longitud menor que la longitud de un fragmento
seleccionado, se identifica, basandose en la relacion de longitud de fragmento (FLR) determinada para cada porcién.
Una "relacion de longitud de fragmento" también se denomina en el presente documento una estadistica de relacion
fetal (FRS).

En ciertos casos, una FLR se determina, en parte, de acuerdo con la cantidad de lecturas mapeadas en una porcion
de fragmentos CCF que tienen una longitud menor que la longitud de un fragmento seleccionado. En algunos casos,
un valor de FLR a menudo puede ser una relacion de X a Y, donde X es la cantidad de lecturas derivadas de
fragmentos CCF que tienen una longitud menor que la longitud del primer fragmento seleccionado, e Y es la cantidad
de lecturas derivadas de fragmentos CCF que tienen una longitud menor que la longitud de un segundo fragmento
seleccionado. A menudo, la longitud de un primer fragmento seleccionado se selecciona independientemente de la
longitud de un segundo fragmento seleccionado, y viceversa, y la longitud del segundo fragmento seleccionado
normalmente es mayor que la longitud del primer fragmento seleccionado. La longitud de un primer fragmento
seleccionado puede ser de aproximadamente 200 bases 0 menos a aproximadamente 30 bases o menos. En algunos
casos, una longitud de un primer fragmento seleccionado es de aproximadamente 200, 190, 180, 170, 160, 155, 150,
145, 140, 135, 130, 125, 120, 115, 110, 105, 100, 95, 90, 85, 80, 75, 70, 65, 60, 55 o0 50 bases. En algunos casos, una
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longitud de un primer fragmento seleccionado es de aproximadamente 170 a aproximadamente 130 bases, y algunas
veces es de aproximadamente 160 a aproximadamente 140 bases. En algunos casos, la longitud de un segundo
fragmento seleccionado es de aproximadamente 2000 bases a aproximadamente 200 bases. En ciertos casos, la
longitud de un segundo fragmento seleccionado es de aproximadamente 1000, 950, 800, 850, 800, 750, 700, 650,
600, 550, 500, 450, 400, 350, 300, 250 bases. En algunos casos, la longitud del primer fragmento seleccionado es de
aproximadamente 140 a aproximadamente 160 bases (por ejemplo, aproximadamente 150 bases) y la longitud del
segundo fragmento seleccionado es de aproximadamente 500 a aproximadamente 700 bases (por ejemplo,
aproximadamente 600 bases).

En algunos casos, una FLR es un promedio, media o mediana de multiples valores de FLR. Por ejemplo, a veces, una
FLR para una porcién dada es un promedio, media o mediana de los valores de FLR para (i) dos o mas muestras de
ensayo, (i) dos o mas sujetos, o (iii) dos 0 mas muestras de ensayo y dos o mas sujetos. En ciertos casos, una FLR
promedio, media o mediana deriva de los valores de FLR para dos o méas porciones de un genoma, cromosoma o
segmento de los mismos. En algunos casos, una FLR promedio, media o mediana esta asociada con una
incertidumbre (por ejemplo, desviacion estandar, desviacion absoluta mediana).

En algunos casos, se identifica un subconjunto de porciones de acuerdo con uno o mas valores de FLR (por ejemplo,
una comparacion de uno o mas valores de FLR). En ciertos casos, se identifica un subconjunto de porciones de
acuerdo con una FLR y un umbral (por ejemplo, una comparaciéon de una FLR y un umbral). En ciertos casos, una
FLR promedio, media o mediana derivada de una porcién dada se compara con una FLR promedio, media o mediana
derivada de dos o mas porciones de un genoma, cromosoma o0 segmento de los mismos. Por ejemplo, a veces, una
FLR promedio para una porcién dada se compara con una FLR mediana para una porcion dada. En ciertos casos, una
porcion se identifica de acuerdo con una FLR promedio, media o mediana determinada para una porcion y una FLR
promedio, media 0 mediana determinada para una coleccion de porciones (por ejemplo, porcién de un genoma,
cromosoma o segmentos del mismo). En algunos casos, una FLR promedio para una porcion puede estar por debajo
de un cierto umbral determinado de acuerdo con una FLR mediana y la porcién se retira del estudio (por ejemplo, en
un analisis genético fetal). En algunos casos, una FLR promedio, media o mediana para una porcién esta por encima
de un cierto umbral determinado de acuerdo con una FLR promedio, media o mediana para un genoma, cromosoma
o segmento de los mismos, y la porcidn se selecciona y/o se agrega a un subconjunto de porciones para su estudio
(por ejemplo, al determinar la presencia o ausencia de una variacion genética). En algunos casos, una FLR para una
porcion es igual o mayor que aproximadamente 0,15 a aproximadamente 0,30 (por ejemplo, aproximadamente 0,16,
0,17, 0,18, 0,19, 0,20, 0,21, 0,21, 0,22, 0,23, 0,24, 0,25, 0,26, 0,27, 0,28, 0,29) y la porcion se selecciona para su
estudio (por ejemplo, se agrega o se incorpora a un subconjunto de porciones para un analisis genético fetal). En
algunos casos, una FLR para una porcién es igual o menor que aproximadamente 0,20 a aproximadamente 0,10 (por
ejemplo, aproximadamente 0,19, 0,18, 0,17, 0,16, 0,15, 0,14, 0,13, 0,12, 0,11) y la porcién se elimina del estudio (por
ejemplo, se filtra).

Las porciones en un subconjunto a veces se identifican en funcion de, en parte, si una cantidad significativa de lecturas
de fragmentos CCF que tienen una longitud menor que la longitud de un fragmento seleccionado se mapean en una
porcion (por ejemplo, de acuerdo con una FLR). En algunos casos, se identifican las porciones de un subconjunto de
acuerdo con una o mas caracteristicas o criterios, ademas de la cantidad de lecturas de secuencia mapeadas desde
longitudes de fragmento menores que la longitud de un fragmento seleccionado. En algunos casos, se puede identificar
un subconjunto de porciones en funcién de si una cantidad significativa de lecturas de fragmentos CCF que tienen una
longitud menor que la longitud de un fragmento seleccionado se mapean en una porcién (por ejemplo, de acuerdo con
una FLR) y una o mas caracteristicas adicionales. Ejemplos no limitantes de otras caracteristicas incluyen el numero
de exones en, y/o el contenido de GC de, un genoma, cromosoma o segmento de los mismos, y/o una o mas de las
porciones. Por consiguiente, a veces las porciones identificadas en funcién de si una cantidad significativa de lecturas
de fragmentos CCF que tienen una longitud menor que la longitud de un fragmento seleccionado se mapean en una
porcion (por ejemplo, de acuerdo con una FLR) para un subconjunto, se seleccionan o eliminan adicionalmente de
acuerdo con el contenido de GC de la porcion y/o el nimero de exones en la porcidon. En algunos casos, una porcion
no se selecciona o elimina del estudio (por ejemplo, filtrada) si el contenido de GC y/o el nUmero de exones en la
porcidn no se correlaciona con una FLR para la porcion.

En algunos casos, un subconjunto de porciones consiste en, consistir esencialmente en, o comprende porciones que
cumplan con uno o mas criterios particulares descritos en el presente documento (por ejemplo, las porciones se
caracterizan por un FLR igual a o mayor que un cierto valor). En ciertos casos, las porciones que no cumplen un criterio
se incluyen en un subconjunto de porciones que cumplen el criterio, por ejemplo, para aumentar la precision de un
analisis genético fetal. En ciertos casos, en un subconjunto de porciones que "consiste esencialmente en" porciones
seleccionadas de acuerdo con un criterio (por ejemplo, una FLR igual a 0 mayor que un cierto valor), aproximadamente
el 90% o mas (por ejemplo, aproximadamente el 91%, 91%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas de las
porciones cumple el criterio y aproximadamente el 10% o menos (por ejemplo, aproximadamente el 9%, 8%, 7%, 6%,
5%, 4%, 3%, 2%, aproximadamente el 1% o menos) de las porciones no cumple el criterio.

Un subconjunto de porciones seleccionadas por los métodos descritos en el presente documento se puede utilizar

para un analisis genético fetal de diferentes maneras. En ciertos casos, las lecturas derivadas de una muestra se
utilizan en un proceso de mapeo utilizando un subconjunto preseleccionado de porciones descritas en el presente
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documento, y no utilizando la totalidad o la mayoria de las porciones en un genoma de referencia. Aquellas lecturas
que se mapean en el subconjunto de porciones preseleccionadas a menudo se utilizan en etapas adicionales de un
analisis genético fetal, y las lecturas que no se mapean en el subconjunto de porciones preseleccionadas a menudo
no se utilizan en las etapas adicionales de un analisis genético fetal (por ejemplo, se eliminan o filtran las lecturas que
no se mapean).

A veces, las lecturas de secuencia derivadas de una muestra se mapean en todas o en la mayoria de las porciones
de un genoma de referencia y se selecciona posteriormente un subconjunto preseleccionado de porciones descrito en
el presente documento. Después, las lecturas del subconjunto seleccionado de porciones a menudo se utilizan en
etapas adicionales de un analisis genético fetal. En los Ultimos casos, las lecturas de porciones no seleccionadas a
menudo no se utilizan en etapas adicionales de un analisis genético fetal (por ejemplo, se eliminan o filtran las lecturas
en las porciones no seleccionadas).

Recuentos

Las lecturas de secuencia que se mapean o particionan basandose en una caracteristica o variable seleccionada se
pueden cuantificar para determinar el nimero de lecturas que se mapean en una o mas porciones (por ejemplo, porcion
de un genoma de referencia). En ciertos casos, la cantidad de lecturas de secuencia que se mapean a una porcion se
denominan recuentos (por ejemplo, un recuento). A menudo un recuento se asocia con una porcién. En ciertos casos,
los recuentos de dos o mas porciones (por ejemplo, un conjunto de porciones) se manipulan matematicamente (por
ejemplo, promediar, sumar, normalizar, similares o una combinacién de los mismos). En algunos casos, se determina
un recuento a partir de algunas o todas las lecturas de secuencia mapeadas en (es decir, asociadas con) una porcion.
En ciertos casos, se determina un recuento a partir de un subconjunto predefinido de lecturas de secuencias
mapeadas. Los subconjuntos predefinidos de lecturas de secuencias mapeadas se pueden definir o seleccionar
utilizando cualquier caracteristica o variable adecuada. En algunos casos, los subconjuntos predefinidos de lecturas
de secuencias mapeadas pueden incluir de 1 a n lecturas de secuencia, donde n representa un numero igual a la
suma de todas las lecturas de secuencia generadas a partir de un sujeto de ensayo o una muestra de un sujeto de
referencia.

En ciertos casos, un recuento deriva de lecturas de secuencia que se procesan o manipulan mediante un método,
operacion o proceso matematico adecuado conocido en la técnica. Un recuento (por ejemplo, recuentos) puede
determinarse mediante un método, operacion o proceso matematico adecuado. En ciertos casos, en recuento deriva
de lecturas de secuencia asociadas con una porcion en donde algunas o todas las lecturas de secuencia se ponderan,
eliminan, filtran, normalizan, ajustan, promedian, derivan como una media, suman o restan o procesan mediante una
combinacién de los mismos. En ciertos casos, un recuento deriva de lecturas de secuencia sin procesar y lecturas de
secuencia filtradas. En ciertos casos, un valor de recuento se determina por un proceso matematico. En ciertos casos,
un valor de recuento es un promedio, media o suma de lecturas de secuencia mapeadas en una porciéon. A menudo
un recuento es un numero medio de recuentos. En algunos casos, un recuento se asocia con un valor de incertidumbre.

En algunos casos, los recuentros se pueden manipular o transformar (por ejemplo, normalizar, combinar, sumar, filtrar,
seleccionar, promediar, derivar como una media, similares o una combinacién de los mismos). En algunos casos, los
recuentos se pueden transformar para producir recuentos normalizados. Los recuentos se pueden procesar (por
ejemplo, normalizar) mediante un método conocido en la técnica y/o como se describe en el presente documento (por
ejemplo, normalizacién en porciones, normalizacién por contenido de GC, regresion de minimos cuadrados lineal y no
lineal, LOESS de GC, LOWESS, PERUN, RM, GCRM, cQn y/o combinaciones de las mismas).

Los recuentos (por ejemplo, recuentos sin procesar, filtrados y/o normalizados) se pueden procesar y normalizar a uno
0 mas niveles. Los niveles y perfiles se describen con mayor detalle a continuacion. En ciertos casos, los recuentos
se pueden procesar y/o normalizar a un nivel de referencia. Los niveles de referencia se abordan mas adelante en el
presente documento. Los recuentos procesados de acuerdo con un nivel (por ejemplo, recuentos procesados) pueden
asociarse con un valor de incertidumbre (por ejemplo, una varianza calculada, un error, desviacion estandar,
puntuacién Z, un valor de p, desviacién media absoluta, etc.). En ciertos casos, un valor de incertidumbre define un
intervalo por encima y por debajo de un nivel. Se puede usar un valor de desviaciéon en lugar de un valor de
incertidumbre, y los ejemplos no limitantes de medidas de desviacion incluyen desviacién estandar, desviacion
absoluta promedio, desviacion absoluta media, puntuacion estandar (por ejemplo, puntuaciéon Z, puntuacion Z,
puntuacion normal, variable estandarizada) y similares.

Los recuentos a menudo se obtienen de una muestra de acido nucleico de una gestante que tiene un feto. Los
recuentos de lecturas de secuencias de acidos nucleicos mapeadas en una 0 mas porciones a menudo son recuentos
representativos tanto del feto como de la madre del feto (por ejemplo, una mujer gestante). En ciertos casos, algunos
de los recuentos mapeados en una porcion son de un genoma fetal y algunos de los recuentos mapeados en la misma
porcioén son de un genoma materno.

Procesamiento y Normalizacién de Datos

Las lecturas de secuencia mapeadas que se han contabilizado se denominan en el presente documento, datos sin
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procesar, ya que los datos representan recuentos no manipulados (por ejemplo, recuentos sin procesar). En algunos
casos, los datos de lectura de secuencia en un conjunto de datos pueden procesarse adicionalmente (por ejemplo,
manipularse matematicamente y/o estadisticamente) y/o mostrarse para facilitar proporcionar el resultado. En ciertos
casos, los conjuntos de datos, incluidos los conjuntos de datos méas grandes, pueden beneficiarse del procesamiento
previo para facilitar un analisis adicional. El procesamiento previo de conjuntos de datos a veces implica la eliminacion
de porciones redundantes y/o porciones no informativas de un genoma de referencia (p. €j., porciones de un genoma
de referencia con datos no informativos, lecturas mapeadas redundantes, porciones con recuentos de mediana cero,
secuencias sobrerrepresentadas o representadas de forma insuficiente). Sin quedar ligado a teoria alguna, el
procesamiento y/o el procesamiento previo de datos pueden (i) eliminar datos ruidosos, (ii) eliminar datos no
informativos, (iii) eliminar datos redundantes, (iv) reducir la complejidad de conjuntos de datos mas grandes y/o (v)
facilitar la transformacién de los datos de una forma en una o mas formas diferentes. Las expresiones "procesamiento
previo" y "procesamiento" cuando se utilizan con respecto a datos o conjuntos de datos se denominan colectivamente
en el presente documento "procesamiento”. En algunos casos, el procesamiento puede hacer que los datos sean mas
faciles de analizar y pueden generar un resultado. En algunos casos, uno o mas o la totalidad de los métodos de
procesamiento (por ejemplo, métodos de normalizacion, filtrado de porciones, mapeo, validacion, similares o
combinaciones de los mismos) se realizan mediante un procesador, un microprocesador, un ordenador, junto con la
memoria y/o mediante una maquina controlada por microprocesador.

La expresion "datos ruidosos", como se usa en el presente documento, se refiere a (a) datos que tienen una varianza
significativa entre los puntos de datos cuando se analizan o representan graficamente, (b) datos que tienen una
desviacion estandar significativa (por ejemplo, mayor que 3 desviaciones estandar), (c) datos que tienen un error
estandar de la media significativo, similares, y combinaciones de los anteriores. Los datos ruidosos a veces se
producen debido a la cantidad y/o calidad del material de partida (por ejemplo, muestra de acidos nucleicos), y a veces
se producen como parte de los procesos para preparar o replicar el ADN utilizado para generar lecturas de secuencia.
En ciertos casos, el ruido puede ser el resultado de ciertas secuencias que estan sobrerrepresentadas cuando se
preparan utilizando métodos basados en PCR. Los métodos descritos en el presente documento pueden reducir o
eliminar la contribucién de datos ruidosos y, por lo tanto, reducir el efecto de los datos ruidosos en el resultado
proporcionado.

Las expresiones "datos no informativos", "porciones no informativas de un genoma de referencia" y "porciones no
informativas", como se usan en el presente documento, se refieren a porciones, o datos derivados de ellas, que tienen
un valor numérico que es significativamente diferente de un valor umbral predeterminado o se encuentra fuera del
intervalo de valores de corte predeterminado. En el presente documento, las expresiones "umbral" y "valor umbral" se
refieren a cualquier nUmero que se calcula utilizando un conjunto de datos calificados y sirve como un limite de
diagndstico de una variacion genética (por ejemplo, una variaciéon en el nimero de copias, una aneuploidia, una
aberracion cromosémica y similares). En ciertos casos, un umbral se excede por los resultados obtenidos por los
métodos descritos en el presente documento y a un sujeto se le diagnostica una variacion genética (por ejemplo,
trisomia 21). Un valor o intervalo de valores umbral a menudo se calcula manipulando matematica y/o estadisticamente
los datos de lectura de secuencia (por ejemplo, de una referencia y/o sujeto), y los datos de lectura de secuencia se
manipulan para generar un valor o intervalo de valores umbral en datos de lectura de secuencia (por ejemplo, de una
referencia y/o sujeto). En algunos casos, se determina un valor de incertidumbre. Un valor de incertidumbre
generalmente es una medida de varianza o error y puede ser cualquier medida adecuada de varianza o error. En
algunos casos, un valor de incertidumbre es una desviacion estandar, un error estandar, una varianza calculada, un
valor p o una desviaciéon media absoluta (MAD). En algunos casos, un valor de incertidumbre se puede calcular de
acuerdo con una féormula en el Ejemplo 4.

Se puede utilizar cualquier procedimiento adecuado para procesar conjuntos de datos descritos en el presente
documento. Ejemplos no limitantes de procedimientos adecuados para su uso para el procesamiento de conjuntos de
datos incluyen filtrado, normalizacién, ponderacion, monitorizaciéon de alturas de maximos, monitorizacion de areas de
maximos, monitorizacion de bordes de maximos, determinacion de relaciones de area, procesamiento matematico de
datos, procesamiento estadistico de datos, aplicacién de algoritmos estadisticos, analisis con variables fijas, analisis
con variables optimizadas, representacion grafica de datos para identificar patrones o tendencias para procesamiento
adicional, similares y combinaciones de los anteriores. En algunos casos, los conjuntos de datos se procesan en
funcioén de varias caracteristicas (por ejemplo, en el contenido de GC, lecturas mapeadas redundantes, regiones de
centromeros, regiones de telémeros, similares y combinaciones de los mismos) y/o variables (por ejemplo, sexo fetal,
edad materna, ploidia materna, porcentaje de contribucién de acido nucleico fetal, similares o0 combinaciones de los
mismos). En ciertos casos, el procesamiento de conjuntos de datos, como se describe en el presente documento,
puede reducir la complejidad y/o dimensionalidad de conjuntos de datos grandes y/o complejos. Un ejemplo no
limitante de un conjunto de datos complejos incluye datos de lectura de secuencia generados a partir de uno o mas
sujetos de ensayo y una pluralidad de sujetos de referencia de diferentes edades y origenes étnicos. En algunos
casos, los conjuntos de datos pueden incluir desde miles hasta millones de lecturas de secuencia para cada sujeto de
ensayo y/o de referencia.

En ciertos casos, el procesamiento de datos se puede realizar en cualquier nimero de etapas. Por ejemplo, en algunos

casos, los datos pueden procesarse utilizando un solo procedimiento de procesamiento, y en ciertos casos, los datos
pueden procesarse utilizando 1 0 mas, 5 o mas, 10 o mas o 20 o mas etapas de procesamiento (por ejemplo, 1 0 mas
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etapas de procesamiento, 2 o mas etapas de procesamiento, 3 o mas etapas de procesamiento, 4 0 mas etapas de
procesamiento, 5 o mas etapas de procesamiento, 6 0 mas etapas de procesamiento, 7 0 mas etapas de
procesamiento, 8 o0 mas etapas de procesamiento, 9 o mas etapas de procesamiento, 10 o mas etapas de
procesamiento, 11 0 mas etapas de procesamiento, 12 o0 méas etapas de procesamiento, 13 o mas etapas de
procesamiento, 14 o mas etapas de procesamiento, 15 o mas etapas de procesamiento, 16 o mas etapas de
procesamiento, 17 o mas etapas de procesamiento, 18 o mas etapas de procesamiento, 19 o mas etapas de
procesamiento, 20 o mas etapas de procesamiento). En algunos casos, las etapas de procesamiento pueden ser la
misma etapa repetida dos 0 mas veces (por ejemplo, filtrado dos 0 mas veces, normalizacion dos o mas veces), y en
ciertos casos, las etapas de procesamiento pueden ser dos o mas etapas de procesamiento diferentes (por ejemplo,
filtrado, normalizacion; normalizacién, monitorizacion de alturas de maximos; filtrado, normalizacién, normalizacion de
una referencia, manipulacion estadistica para determinar los valores de p, y similares), realizados de forma simultanea
o secuencial. En algunos casos, se puede utilizar cualquier nimero y/o combinaciéon adecuada de las mismas o
diferentes etapas de procesamiento para procesar los datos de lecturas de secuencia para facilitar proporcionar el
resultado. En ciertos casos, el procesamiento de conjuntos de datos mediante los criterios descritos en el presente
documento puede reducir la complejidad y/o dimensionalidad de conjuntos de datos.

En algunos casos, una o mas etapas de procesamiento pueden comprender una o mas etapas de filtrado. El término
"filtrado", como se usa en el presente documento, se refiere a eliminar porciones o porciones de un genoma de
referencia para su estudio. Se pueden seleccionar porciones de un genoma de referencia para su eliminaciéon en
funcion de cualquier criterio adecuado, incluyendo, pero sin limitacion, datos redundantes (p. €j., lecturas mapeadas
redundantes o solapadas), datos no informativos (p. ej., porciones de un genoma de referencia con recuentos de
mediana cero), porciones de un genoma de referencia con secuencias sobrerrepresentadas o representadas de
manera insuficiente, datos ruidosos, similares, o combinaciones de los anteriores. Un proceso de filtrado a menudo
implica eliminar una o mas porciones de un genoma de referencia del estudio y restar los recuentos en una o mas
porciones de un genoma de referencia seleccionado para eliminar de los recuentos contados o recuentos sumados
de las porciones de un genoma de referencia, cromosoma o cromosomas 0 genoma en estudio. En algunos casos,
las porciones de un genoma de referencia se pueden eliminar sucesivamente (por ejemplo, una a la vez para permitir
la evaluacion del efecto de la eliminacion de cada porcion individual), y en ciertos casos, se pueden eliminar al mismo
tiempo todas las porciones de un genoma de referencia marcadas para su eliminacion. En algunos casos, las porciones
de un genoma de referencia caracterizadas por una varianza por encima o por debajo de un cierto nivel se eliminan,
lo que a veces se denomina en el presente documento filtrado de porciones "ruidosas" de un genoma de referencia.
En ciertos casos, un proceso de filtrado comprende obtener puntos de datos de un conjunto de datos que se desvian
del nivel de perfil medio de una porcién, un cromosoma o segmento de un cromosoma en un multiplo predeterminado
de la varianza del perfil, y en ciertos casos, un proceso de filtrado comprende eliminar puntos de datos, un conjunto
de datos, que no se desvian del nivel de perfil medio de una porcién, un cromosoma o segmento de un cromosoma
por un multiplo predeterminado de la varianza del perfil. En algunos casos, se utiliza un proceso de filtrado para reducir
el nimero de porciones candidatas de un genoma de referencia analizado por la presencia o ausencia de una variaciéon
genética. La reduccion del numero de porciones candidatas de un genoma de referencia analizado por la presencia o
ausencia de una variacion genética (p. ej., microdelecion, microduplicacién) a menudo reduce la complejidad y/o
dimensionalidad de un conjunto de datos, y algunas veces aumenta la velocidad de busqueda y/o identificacion de
variaciones genéticas y/o aberraciones genéticas en dos o mas érdenes de magnitud.

En algunos casos, una o mas etapas de procesamiento pueden comprender una o mas etapas de normalizacién. La
normalizacion se puede realizar mediante un método adecuado descrito en el presente documento o conocido en la
técnica. En ciertos casos, la normalizacion comprende ajustar los valores medidos en diferentes escalas a una escala
tedricamente comun. En ciertos casos, la normalizacion comprende un ajuste matematico sofisticado para alinear las
distribuciones de probabilidad de los valores ajustados. En ciertos casos, la normalizacién comprende alinear
distribuciones a una distribucion normal. En ciertos casos, la normalizacion comprende ajustes matematicos que
permiten la comparacion de los valores normalizados correspondientes para diferentes conjuntos de datos de una
manera que elimina los efectos de ciertas influencias generales (por ejemplo, errores y anomalias). En ciertos casos,
la normalizacién comprende escalado. La normalizacién a veces comprende la division de uno o mas conjuntos de
datos por una variable o férmula predeterminada. Ejemplos no limitantes de métodos de normalizacién incluyen
normalizacién por porciones, normalizacién por contenido de GC, regresion de minimos cuadrados lineal y no lineal,
LOESS, LOESS de GC, LOWESS (atenuado de regresion local ponderada), PERUN, repeticion de enmascaramiento
(RM), normalizacion GC y repeticion de enmascaramiento (GCRM), normalizacién por cuantiles condicionales (cQn)
y/o combinaciones de los mismos. La determinacion de una presencia o ausencia de una variacion genética (por
ejemplo, una aneuploidia) puede utilizar un método de normalizacién (por ejemplo, una normalizacion en porciones,
normalizacion por contenido de GC, regresion de minimos cuadrados lineal y no lineal, LOESS, LOESS de GC,
LOWESS (atenuado de regresion local ponderada), PERUN, repeticién de enmascaramiento (RM), normalizacion GC
y repeticion de enmascaramiento (GCRM), cQn, un método de normalizacién conocido en la técnica y/o una
combinacion de los mismos).

Por ejemplo, LOESS es un método de modelado de regresion conocido en la técnica que combina multiples modelos
de regresion en un metamodelo basado en los k vecinos mas cercanos. LOESS se refiere a veces como una regresion
polinomial ponderada localmente. En algunos casos, LOESS de GC, aplica un modelo LOESS a la relacion entre el
recuento de fragmentos (por ejemplo, lecturas de secuencia, recuentos) y la composicién en GC para porciones de un
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genoma de referencia. La representacion grafica de una curva suave a través de un conjunto de puntos de datos
utilizando LOESS a veces se denomina curva LOESS, particularmente cuando cada valor atenuado viene dado por
una regresién cuadratica ponderada de minimos cuadrados sobre el intervalo de valores de la variable de criterio del
diagrama de dispersion del eje y. Para cada punto de un conjunto de datos, el método LOESS ajusta un polinomio de
bajo grado a un subconjunto de los datos, con valores de variables explicativas cerca del punto cuya respuesta se
esta estimando. El polinomio se ajusta utilizando minimos cuadrados ponderados, lo que da mas peso a los puntos
cercanos al punto cuya respuesta se esta estimando y menos a los puntos mas alejados. El valor de la funcién de
regresion para un punto se obtiene luego evaluando el polinomio local utilizando los valores de las variables
explicativas para ese punto de datos. El ajuste LOESS a veces se considera completo después de que se hayan
calculado los valores de la funcién de regresion para cada uno de los puntos de datos. Muchos de los detalles de este
método, como el grado del modelo polinomial y las ponderaciones, son flexibles.

Se puede utilizar cualquier numero adecuado de normalizaciones. En algunos casos, los conjuntos de datos pueden
normalizarse 1 0 mas, 5 o mas, 10 o mas o incluso 20 o mas veces. Los conjuntos de datos pueden normalizarse a
valores (por ejemplo, valor de normalizacion) representativos de cualquier caracteristica o variable adecuada (por
ejemplo, datos de muestra, datos de referencia, o ambos). Ejemplos no limitantes de los tipos de normalizacion de
datos que se pueden usar incluyen la normalizacion de los datos de recuento sin procesar para una 0 mas porciones
de ensayo o referencia seleccionadas al numero total de recuentos mapeados en el cromosoma o en el genoma
completo en donde se mapean la porcién o las secciones seleccionadas; normalizacion de los datos de recuento sin
procesar para una o mas porciones seleccionadas a un recuento de referencia mediana para una o mas porciones o
el cromosoma en donde se mapea una porcion o segmento seleccionados; normalizacion de los datos de recuento
sin procesar con datos previamente normalizados o sus derivados; y normalizacién previamente a la normalizacion de
datos a una o mas variables de normalizacion predeterminadas. La normalizacién de un conjunto de datos a veces
tiene el efecto de aislar el error estadistico, dependiendo de la caracteristica o propiedad seleccionada como la variable
de normalizacién predeterminada. La normalizaciéon de un conjunto de datos a veces también permite la comparacion
de las caracteristicas de datos que tienen diferentes escalas, al llevar los datos a una escala comun (por ejemplo, una
variable de normalizacién predeterminada). En algunos casos, se pueden utilizar una o mas normalizaciones a un
valor estadisticamente derivado para minimizar las diferencias de datos y disminuir la importancia de los datos
externos. La normalizacién de porciones, o porciones de un genoma de referencia, con respecto a un valor de
normalizacion a veces se denominan "normalizacion de porciones".

En ciertos casos, una etapa de procesamiento que comprende la normalizacion incluye la normalizacion a una ventana
estatica, y en algunos casos, una etapa de procesamiento que comprende la normalizacién incluye la normalizacion a
una ventana movil o deslizante. El término "ventana", como se usa en el presente documento, se refiere a una o mas
porciones elegidas para el analisis, y algunas veces se usa como referencia para la comparacion (por ejemplo, se usa
para la normalizacién y/u otra manipulacién matematica o estadistica). El término "normalizar a una ventana estatica"
como se usa en el presente documento se refiere a un proceso de normalizacién que usa una o mas porciones
seleccionadas para comparacion entre el conjunto de datos de un sujeto de ensayo y del sujeto de referencia. En
algunos casos, las porciones seleccionadas se utilizan para generar un perfil. Una ventana estatica generalmente
incluye un conjunto predeterminado de porciones que no cambian durante las manipulaciones y/o analisis. Las
expresiones "normalizar a una ventana movil" y "normalizar a una ventana deslizante" como se usan en el presente
documento se refieren a normalizaciones realizadas a porciones localizadas en la regidon genémica (por ejemplo,
entorno genético inmediato, porcidon o secciones adyacentes, y similares) de una porciéon de ensayo seleccionada,
donde una o mas porciones de ensayo seleccionadas se normalizan a porciones que rodean inmediatamente la
porcion de ensayo seleccionada. En ciertos casos, las porciones seleccionadas se utilizan para generar un perfil. Una
normalizacion de ventana deslizante o mévil a menudo incluye moverse o deslizarse repetidamente a una porciéon de
ensayo adyacente, y normalizar la porcion de ensayo recién seleccionada a las porciones que rodean inmediatamente
0 adyacentes a la porcidon de ensayo recién seleccionada, donde las ventanas adyacentes tienen una o mas porciones
en comun. En ciertos casos, una pluralidad de porciones de ensayo y/o cromosomas seleccionados pueden analizarse
mediante un proceso de ventana deslizante.

En algunos casos, la normalizacion a una ventana deslizante o movil puede generar uno o mas valores, donde cada
valor representa la normalizaciéon a un conjunto diferente de porciones de referencia seleccionadas de diferentes
regiones de un genoma (por ejemplo, un cromosoma). En ciertos casos, el uno o méas valores generados son sumas
acumulativas (por ejemplo, una estimacién numérica del entero del perfil de recuento normalizado sobre la porcién,
dominio (por ejemplo, parte del cromosoma) o cromosoma seleccionados). Los valores generados por el proceso de
ventana deslizante o0 mévil se pueden utilizar para generar un perfil y facilitar la obtencion de un resultado. En algunos
casos, las sumas acumulativas de una o mas porciones se pueden mostrar en funcién de la posiciéon genémica. El
analisis de ventanas mdviles o deslizantes a veces se utiliza para analizar un genoma en busca de la presencia o
ausencia de microdeleciones y/o microinserciones. En ciertos casos, la visualizacion de sumas acumulativas de una
0 mas porciones se usa para identificar la presencia o ausencia de regiones de variacion genética (por ejemplo,
microdeleciones, microduplicaciones). En algunos casos, el analisis de ventana mévil o deslizante se usa para
identificar regiones gendmicas que contienen microdeleciones y en ciertos casos el analisis de ventana mévil o
deslizante se usa para identificar regiones genémicas que contienen microduplicaciones.

Una metodologia de normalizacién particularmente Util para reducir el error asociado con los indicadores de acidos
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nucleicos se denomina en el presente documento Eliminacién de Error Parametrizado y Normalizacién No-Sesgada
(PERUN) descrita en el presente documento y, por ejemplo, en la Solicitud de Patente de Estados Unidos ndmero
13/669.136 y en la solicitud de patente internacional n°. PCT/US12/59123 (documento W02013/052913). La
metodologia PERUN se puede aplicar a una variedad de indicadores de acidos nucleicos (por ejemplo, lecturas de
secuencias de acidos nucleicos) con el propdsito de reducir los efectos de error que confunden las predicciones
basadas en dichos indicadores.

Por ejemplo, la metodologia PERUN se puede aplicar a lecturas de secuencias de acidos nucleicos de una muestra y
reducir los efectos de error que pueden perjudicar las determinaciones de nivel de secciéon gendmica. Dicha aplicacion
es util para usar lecturas de secuencias de acidos nucleicos para determinar la presencia o ausencia de una variacion
genética en un sujeto que se manifiesta como un nivel variable de una secuencia de nucleétidos (por ejemplo, una
porcion, un nivel de seccion gendmica). Ejemplos no limitantes de variaciones en las porciones son las aneuploidias
cromosémicas (por ejemplo, trisomia 21, trisomia 18, trisomia 13) y la presencia o ausencia de un cromosoma sexual
(por ejemplo, XX en mujeres frente a XY en hombres). Una trisomia de un autosoma (por ejemplo, un cromosoma que
no sea un cromosoma sexual) puede denominarse un autosoma afectado. Otros ejemplos no limitantes de variaciones
en los niveles de seccién gendmica incluyen microdeleciones, microinserciones, duplicaciones y mosaicismo.

En determinadas aplicaciones, la metodologia PERUN puede reducir el sesgo experimental al normalizar los
indicadores de &cidos nucleicos para grupos gendmicos particulares, los Ultimos de los cuales se denominan
porciones. Las porciones incluyen una coleccion adecuada de indicadores de acidos nucleicos, un ejemplo no limitante
de las cuales, incluye una longitud de nucleétidos contiguos, que se denomina en el presente documento una seccién
gendmica o porcion de un genoma de referencia. Las ventanas pueden incluir otros indicadores de acidos nucleicos
como se describe en el presente documento. En tales aplicaciones, la metodologia PERUN generalmente normaliza
los indicadores de acidos nucleicos en ventanas particulares en una serie de muestras en tres dimensiones.

En determinadas aplicaciones, la metodologia PERUN puede reducir el sesgo experimental y/o sistematico al
normalizar los indicadores de acidos nucleicos (por ejemplo, recuentos, lecturas) mapeados en segmentos particulares
(por ejemplo, porciones) de un genoma de referencia. En tales aplicaciones, la metodologia PERUN generalmente
normaliza los recuentos de lecturas de acidos nucleicos en porciones particulares de un genoma de referencia en una
serie de muestras en tres dimensiones. Se proporciona una descripcion detallada de PERUN vy sus aplicaciones en la
seccion de Ejemplos en el presente documento, en la solicitud de patente internacional n.° PCT/US12/59123
(W0O2013/052913) y la publicacién de solicitud de patente de EE.UU. n.° US20130085681.

En ciertos casos, la metodologia PERUN incluye el calculo de un nivel de seccidén gendmica para porciones de un
genoma de referencia a partir de (a) recuentos de lectura de secuencias mapeadas en una porcion de un genoma de
referencia para una muestra de ensayo, (b) sesgo experimental (por ejemplo, sesgo de GC) para la muestra de ensayo
y (c) uno o mas parametros de ajuste (por ejemplo, estimaciones de ajuste) para una relacion ajustada entre (i) sesgo
experimental para una porcidon de un genoma de referencia para el cual se mapean las lecturas de secuencias y (ii)
los recuentos de lecturas de secuencias se mapean en la porcion. El sesgo experimental para cada una de las
porciones de un genoma de referencia se puede determinar a través de multiples muestras de acuerdo con una
relacion ajustada para cada muestra entre (i) los recuentos de lecturas de secuencias mapeadas en cada una de las
porciones de un genoma de referencia, y (ii) una caracteristica de mapeo para cada una de las porciones de un
genoma de referencia. Esta relacion ajustada para cada muestra se puede ensamblar para multiples muestras en tres
dimensiones. En ciertos casos, el ensamblaje se puede ordenar de acuerdo con el sesgo experimental, aunque la
metodologia PERUN se puede practicar sin ordenar el ensamblaje de acuerdo con el sesgo experimental. La relacion
ajustada para cada muestra y la relaciéon ajustada para cada porcion del genoma de referencia pueden ajustarse
independientemente a una funcion lineal o a una funcién no lineal mediante un proceso de ajuste adecuado conocido
en la técnica.

En algunos casos, una relacion es una relacion geométrica y/o grafica. Los términos "relacion" y "correlacion”, como
se usa en el presente documento, son sinénimos. En algunos casos, una relacidon es una relacion matematica. En
algunos casos, una relacion se representa graficamente. En algunos casos, una relacién es una relacion lineal. En
ciertos casos, una relacion es una relacion no lineal. En ciertos casos, una relacion es una regresion (por ejemplo, una
linea de regresién). Una regresion puede ser una regresion lineal o una regresion no lineal. Una relacion puede
expresarse por una ecuacion matematica. A menudo, una relacién se define, en parte, por una o mas constantes. Se
puede generar una relacion por un método conocido en la técnica. En ciertos casos, se puede generar una relacion
en dos dimensiones para una o mas muestras, y se puede seleccionar una probabilidad de error variable, o
posiblemente se puede seleccionar una probabilidad de error, para una o mas de las dimensiones. Se puede generar
una relacion, por ejemplo, utilizando un software de graficos conocido en la técnica que representa un grafico utilizando
valores de dos o mas variables proporcionadas por un usuario. Se puede ajustar una relacion utilizando un método
conocido en la técnica (por ejemplo, software grafico). Ciertas relaciones pueden ajustarse mediante regresion lineal,
y la regresion lineal puede generar un valor de pendiente y un valor de interseccion. Ciertas relaciones a veces no son
lineales y pueden ajustarse mediante una funcién no lineal, como una funcién parabdlica, hiperbdlica o exponencial
(por ejemplo, una funcion cuadratica), por ejemplo.

En la metodologia PERUN, una o mas de las relaciones ajustadas pueden ser lineales. Para un analisis de acido
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nucleico circulante libre de células de gestantes, donde el sesgo experimental es un sesgo de GC y la caracteristica
de mapeo es el contenido de GC, una relaciéon ajustada para una muestra entre (i) los recuentos de lecturas de
secuencias mapeados en cada porcién, y (ii) el contenido de GC para cada una de las porciones de un genoma de
referencia, puede ser lineal. Para la ultima relacion ajustada, la pendiente corresponde al sesgo de GC, y se puede
determinar un coeficiente de sesgo de GC para cada muestra cuando las relaciones ajustadas se ensamblan a través
de multiples muestras. En tales casos, la relacion ajustada para multiples muestras y una porcion entre (i) el coeficiente
de sesgo de GC para la porcion, y (i) los recuentos de lecturas de secuencias mapeadas en la porcién, también puede
ser lineal. Se puede obtener una interseccion y una pendiente a partir de esta ultima relacion ajustada. En tales
aplicaciones, la pendiente aborda el sesgo especifico de la muestra en funcién del contenido de GC y la interseccion
aborda un patrén de atenuacién especifico de porcion comun a todas las muestras. La metodologia PERUN puede
reducir significativamente dicho sesgo especifico de la muestra y la atenuacién especifica de porcién al calcular los
niveles de la seccién genémica para proporcionar un resultado (por ejemplo, presencia o ausencia de variacion
genética; determinacion del sexo fetal).

En algunos casos, la normalizacién PERUN hace uso del ajuste a una funcién lineal y se describe mediante la Ecuacion
A, la Ecuacion B o una derivacion de la misma.
Ecuacion A:

M=LI+GS (A)
Ecuacion B:

L=(M-GS)I (B)

En algunos casos, L es un nivel o perfil normalizado por PERUN. En algunos casos, L es la salida deseada del
procedimiento de normalizacion PERUN. En ciertos casos, L es especifico de porcién. En algunos casos L se
determina segun multiples porciones de un genoma de referencia y representa un nivel normalizado por PERUN de
un genoma, cromosoma, porciones o segmento de los mismos. El nivel L se usa a menudo para analisis adicionales
(por ejemplo, para determinar los valores Z, deleciones/duplicaciones maternas, microdeleciones/microduplicaciones
fetales, sexo fetal, aneuploidias sexuales, etc.). EI método de normalizacién de acuerdo con la Ecuacién B se
denomina Eliminacion de Error Parametrizado y Normalizacion No-Sesgada (PERUN).

En algunos casos, G es un coeficiente de sesgo de GC medido utilizando un modelo lineal, LOESS, o cualquier
aproximacion equivalente. En algunos casos, G es una pendiente. En algunos casos, el coeficiente G de sesgo de GC
se evalla como la pendiente de la regresion para los recuentos M (por ejemplo, recuentos sin procesar) para la porcién
i’y el contenido de GC de la porcion i determinado a partir de un genoma de referencia. En algunos casos, G representa
informacién secundaria, extraida de M y determinada de acuerdo con una relacion. En algunos casos, G representa
una relacion para un conjunto de recuentos especificos de porcidon y un conjunto de valores de contenido de GC
especificos de porcion para una muestra (por ejemplo, una muestra de ensayo). En algunos casos, el contenido de
GC especifico de porcion deriva de un genoma de referencia. En algunos casos, el contenido de GC especifico de
porcién deriva del contenido de GC observado o medido (por ejemplo, medido a partir de la muestra). Un coeficiente
de sesgo de GC a menudo se determina para cada muestra en un grupo de muestras y generalmente se determina
para una muestra de ensayo. Un coeficiente de sesgo de GC a menudo es especifico de la muestra. En algunos casos,
un coeficiente de sesgo de GC es una constante. En ciertos casos, un coeficiente de sesgo de GC, una vez derivado
de una muestra, no cambia.

En algunos casos, | es una interseccion y S es una pendiente derivada de una relacion lineal. En algunos casos, la
relacion de la que derivan | y S es diferente de la relacion de la que deriva G. En algunos casos, la relacion de la que
derivan | y S se fija para una configuracién experimental dada. En algunos casos, | y S derivan de una relacion lineal
de acuerdo con los recuentos (por ejemplo, recuentos sin procesar) y un coeficiente de sesgo de GC de acuerdo con
multiples muestras. En algunos casos, | y S derivan independientemente de la muestra de ensayo. En algunos casos,
| y S derivan de multiples muestras. | y S a menudo son especificas de porcion. En algunos casos, | y S se determinan
suponiendo que L = 1 para todas las porciones de un genoma de referencia en muestras euploides. En algunos casos,
se determina una relacion lineal para las muestras euploides y se determinan los valores de / y S especificos para una
porcion seleccionada (suponiendo que L = 1). En ciertos casos, se aplica el mismo procedimiento a todas las porciones
de un genoma de referencia en un genoma humano y se determina un conjunto de intersecciones / y pendientes S
para cada porcion.

En algunos casos, se aplica una aproximacion de validacion cruzada. La validaciéon cruzada, a veces se denomina
estimacién de rotacion. En algunos casos, se aplica una aproximacién de validacion cruzada para evaluar la precisiéon
con la que se llevara a cabo un modelo predictivo (por ejemplo, como PERUN) en la practica utilizando una muestra
de ensayo. En algunos casos, una ronda de validacién cruzada comprende hacer la particiéon de una muestra de datos
en subconjuntos complementarios, realizar un analisis de validacién cruzada en un subconjunto (por ejemplo, a veces
denominado conjunto de entrenamiento) y validar el analisis utilizando otro subconjunto (por ejemplo, a veces llamado
un conjunto de validacion o conjunto de ensayo). En ciertos casos, se realizan mdltiples rondas de validacion cruzada
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utilizando diferentes particiones y/o subconjuntos diferentes). Ejemplos no limitantes de las aproximaciones de
validacién cruzada incluyen dejando-uno-fuera (leave-one-out), bordes deslizantes, k iteraciones, de 2 iteraciones,
repeticidon de submuestreo aleatorio, similares o combinaciones de los mismos. En algunos casos, una validacion
cruzada selecciona aleatoriamente un conjunto de trabajo que contiene el 90% de un conjunto de muestras que
comprende fetos euploides conocidos y utiliza ese subconjunto para entrenar un modelo. En ciertos casos, la seleccién
aleatoria se repite 100 veces, produciendo un conjunto de 100 pendientes y 100 intersecciones por cada porcion.

En algunos casos, el valor de M es un valor medido derivado de una muestra de ensayo. En algunos casos, M es
recuentos sin procesar medidos para una porcién. En algunos casos, cuando los valores / y S estan disponibles para
una porcién, la medicion M se determina a partir de una muestra de ensayo y se usa para determinar el nivel L
normalizado con PERUN para un genoma, cromosoma, segmento o porciéon del mismo segun la Ecuacion B.

Por lo tanto, la aplicacion de la metodologia PERUN a las lecturas de secuencias en multiples muestras en paralelo
puede reducir significativamente el error causado por (i) el sesgo experimental especifico de la muestra (por ejemplo,
el sesgo de GC) y (ii) la atenuacion especifica de porcion comun a las muestras. Otros métodos en los que cada una
de estas dos fuentes de error se abordan por separado o en serie a menudo no pueden reducirlos tan eficazmente
como la metodologia PERUN. Sin quedar ligado a teoria alguna, se espera que la metodologia PERUN reduzca el
error mas eficazmente en parte porque sus procesos generalmente aditivos no magnifican la propagacion tanto como
los procesos generalmente multiplicativos utilizados en otras aproximaciones de normalizacién (por ejemplo, GC-
LOESS).

Se pueden utilizar técnicas de normalizacion y estadisticas adicionales en combinacion con la metodologia PERUN.
Se puede aplicar un proceso adicional antes, después y/o durante el empleo de la metodologia PERUN. Se describen
ejemplos no limitantes de procesos que pueden usarse en combinacion con la metodologia PERUN en el presente
documento a continuacion.

En algunos casos, se puede utilizar una normalizacion o ajuste secundario de un nivel de seccién genémica para el
contenido de GC junto con la metodologia PERUN. Se puede utilizar un procedimiento adecuado de ajuste o
normalizacién del contenido de GC (por ejemplo, GC-LOESS, GCRM). En ciertos casos, se identifica una muestra
particular para la aplicacion de un proceso de normalizacion de GC adicional. Por ejemplo, la aplicacién de la
metodologia PERUN puede determinar el sesgo de GC para cada muestra, y puede seleccionarse una muestra
asociada con un sesgo de GC por encima de un cierto umbral para un proceso de normalizacion de GC adicional. En
tales casos, se puede usar un nivel de umbral predeterminado para seleccionar tales muestras para la normalizacion
adicional de GC.

En ciertos casos, se puede utilizar un proceso de filtrado o ponderacién de porciones junto con la metodologia PERUN.
Se puede utilizar un proceso adecuado de filtrado o ponderacion de porciones, se describen ejemplos no limitantes en
el presente documento, en la solicitud de patente internacional no. PCT/US12/59123 (W0O2013/052913) y en la
publicacion de solicitud de patente de EE.UU. n.° US20130085681. En ciertos casos, se utiliza una técnica de
normalizacion que reduce el error asociado con las inserciones, duplicaciones y/o deleciones maternas (por ejemplo,
variaciones del nimero de copias maternas y/o fetales), junto con la metodologia PERUN.

Los niveles de seccién gendmica calculados por la metodologia PERUN se pueden utilizar directamente para
proporcionar un resultado. En algunos casos, los niveles de seccién genémica pueden utilizarse directamente para
proporcionar un resultado para muestras en las que la fraccion fetal es de aproximadamente un 2% a
aproximadamente un 6% o mayor (por ejemplo, una fraccion fetal de aproximadamente 4% o mayor). Los niveles de
seccion genémica calculados por la metodologia PERUN a veces se procesan adicionalmente para proporcionar un
resultado. En algunos casos, los niveles de seccidon gendmica calculados se estandarizan. En ciertos casos, la suma,
la media o la mediana de los niveles calculados de la seccion genémica para una porcion de ensayo (por ejemplo, el
cromosoma 21) se puede dividir por la suma, la media o la mediana de los niveles calculados de la seccién genémica
para porciones distintas de la porciéon de ensayo (por ejemplo, autosomas distintos del cromosoma 21), para generar
un nivel experimental de seccion genémica. Se puede usar un nivel de seccidon gendmica experimental o un nivel de
seccion gendémica sin procesar como parte de un andlisis de estandarizaciéon, como el célculo de una puntuacion Z.
Se puede generar una puntuacion Z para una muestra al restar un nivel de seccién genémica esperado de un nivel de
seccion gendmica experimental o un nivel de seccidn genémica sin procesar y el valor resultante puede dividirse por
una desviacion estandar para las muestras. En ciertos casos, las puntuaciones Z resultantes pueden distribuirse para
diferentes muestras y analizarse, o pueden relacionarse con otras variables, como la fraccion fetal y otras, y analizarse,
para proporcionar un resultado.

Como se observa en el presente documento, la metodologia PERUN no se limita a la normalizacion de acuerdo con
el sesgo de GC y el contenido de GC per se, y puede usarse para reducir el error asociado con otras fuentes de error.
Un ejemplo no limitante de una fuente de sesgo de contenido no GC es la capacidad de mapeo. Cuando se abordan
otros parametros de normalizacion distintos del sesgo y el contenido de GC, una o mas de las relaciones ajustadas
pueden ser no lineales (por ejemplo, hiperbdlicas, exponenciales). En algunos casos, cuando el sesgo experimental
se determina a partir de una relacion no lineal, por ejemplo, se puede analizar una estimacion de curvatura del sesgo
experimental.
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La metodologia PERUN se puede aplicar a una variedad de indicadores de acidos nucleicos. Ejemplos no limitantes
de indicadores de acidos nucleicos son lecturas de secuencias de 4cidos nucleicos y niveles de acidos nucleicos en
una ubicacion particular en una micromatriz. Ejemplos no limitantes de lecturas de secuencia incluyen aquellas
obtenidas a partir de ADN circulante libre de células, ARN circulante libre de células, ADN celular y ARN celular. La
metodologia PERUN se puede aplicar a las lecturas de secuencia mapeadas en secuencias de referencia adecuadas,
como el ADN de referencia genémico, el ARN de referencia celular (por ejemplo, el transcriptoma) y porciones de los
mismos (por ejemplo, parte(s) de un complemento genémico de ADN o ARN del transcriptoma, parte(s) de un
cromosoma).

Por lo tanto, en ciertos casos, el acido nucleico celular (por ejemplo, ADN o ARN) puede servir como un indicador de
acidos nucleicos. Las lecturas de acido nucleico celular mapeadas en las porciones del genoma de referencia pueden
normalizarse utilizando la metodologia PERUN. El acido nucleico celular unido a una proteina particular a veces se
refiere a procesos de inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP). El acido nucleico enriquecido con ChIP es un acido
nucleico en asociacién con proteinas celulares, como el ADN o el ARN, por ejemplo. Las lecturas de acidos nucleicos
enriquecidos con ChIP se pueden obtener usando tecnologia conocida en la técnica. Las lecturas de acidos nucleicos
enriquecidos con ChIP se pueden mapear en una o mas porciones de un genoma de referencia, y los resultados se
pueden normalizar usando metodologia PERUN para proporcionar un resultado.

En ciertos casos, el ARN celular puede servir como indicadores de acidos nucleicos. Las lecturas de ARN celular
pueden mapearse a las porciones de ARN de referencia y normalizarse utilizando metodologia PERUN para
proporcionar un resultado. Las secuencias conocidas para el ARN celular, denominadas un transcriptoma, o un
segmento del mismo, pueden usarse como una referencia a la que se pueden mapear las lecturas de ARN de una
muestra. Las lecturas de ARN de muestra pueden obtenerse usando tecnologia conocida en la técnica. Los resultados
de las lecturas de ARN mapeadas en una referencia pueden normalizarse utilizando metodologia PERUN para
proporcionar un resultado.

En algunos casos, los niveles de acidos nucleicos en las micromatrices pueden servir como indicadores de &cidos
nucleicos. Pueden analizarse usando la metodologia PERUN los niveles de acido nucleico, o acido nucleico que
hibrida, a través de muestras para un abordaje particular, en una matriz, normalizando de este modo, los indicadores
de acidos nucleicos proporcionados por el analisis de micromatrices. De esta manera, un abordaje particular o acido
nucleico que hibrida en una micromatriz es analogo a una porcién para lecturas de secuencias de acidos nucleicos
mapeadas, y la metodologia PERUN se puede usar para normalizar los datos de la micromatriz para proporcionar un
mejor resultado.

En algunos casos, una etapa de procesamiento comprende una ponderacion. Los términos "ponderado",
"ponderacién” o "funcién de ponderacion” o derivados gramaticales o equivalentes de los mismos, como se usa en el
presente documento, se refieren a una manipulacién matematica de una porcion o la totalidad de un conjunto de datos
que a veces se utiliza para alterar la influencia de ciertas caracteristicas o variables del conjunto de datos con respecto
a otros caracteristicas o variables del conjunto de datos (por ejemplo, aumentar o disminuir la significacion y/o la
contribucion de los datos contenidos en una o mas porciones o porciones de un genoma de referencia, en funcion de
la calidad o utilidad de los datos en la porcién seleccionada o porciones de un genoma de referencia seleccionado).
En algunos casos, se puede usar una funciéon de ponderacidon para aumentar la influencia de los datos con una
varianza de medicion relativamente pequeiia, y/o para disminuir la influencia de los datos con una varianza de medicién
relativamente grande. Por ejemplo, las porciones de un genoma de referencia con datos de secuencia de baja calidad
0 poco representados pueden ser "ponderadas a la baja" para minimizar la influencia en un conjunto de datos, mientras
que las porciones seleccionadas de un genoma de referencia pueden ser "ponderadas al alza" para aumentar la
influencia en un conjunto de datos. Un ejemplo no limitante de una funcién de ponderaciéon es [1/(desviacion
estandar)?]. Una etapa de ponderacion a veces se realiza de una manera sustancialmente similar a una etapa de
normalizacion. En algunos casos, un conjunto de datos se divide una variable predeterminada (por ejemplo, variable
de ponderacion). Una variable predeterminada (por ejemplo, funcién objetivo minimizada, Phi) a menudo se selecciona
para ponderar diferentes partes de un conjunto de datos de manera diferente (por ejemplo, aumentar la influencia de
ciertos tipos de datos al tiempo que disminuye la influencia de otros tipos de datos).

En ciertos casos, una etapa de procesamiento puede comprender una o mas manipulaciones matematicas y/o
estadisticas. Cualquier manipulacién matemética y/o estadistica adecuada, sola o en combinacién, puede usarse para
analizar y/o manipular un conjunto de datos descrito en el presente documento. Se puede usar cualquier nimero
adecuado de manipulaciones matematicas y/o estadisticas. En algunos casos, un conjunto de datos puede
manipularse, matematica y/o estadisticamente, 1 0 mas, 5 o mas, 10 o mas o 20 o mas veces. Ejemplos no limitantes
de manipulaciones matematicas y estadisticas que pueden usarse incluyen la suma, resta, multiplicacion, division,
funciones algebraicas, estimadores de minimos cuadrados, ajuste de curvas, ecuaciones diferenciales, polinomios
racionales, polinomios dobles, polinomios ortogonales, puntuaciones Z, valores de p, valores de chi, valores de phi,
analisis de los niveles de maximos, determinacion de las ubicaciones de los bordes de los maximos, calculo de las
proporciones de area de los maximos, analisis del nivel cromosémico medio, calculo de la desviacién media absoluta,
suma de restos al cuadrado, media, desviacion estandar, error estandar, similares o combinaciones de los mismos.
Se puede realizar una manipulacion matematica y/o estadistica en la totalidad o una porcién de los datos de lecturas
de secuencias, o en los productos procesados de los mismos. Ejemplos no limitantes de variables o caracteristicas de
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conjuntos de datos que pueden manipularse estadisticamente incluyen recuentos sin procesar, recuentos filtrados,
recuentos normalizados, alturas de maximos, amplitudes de maximos, areas de maximos, bordes de maximos,
tolerancias laterales, valores de P, niveles mediana, niveles medios, distribucién de recuentos dentro de una region
gendmica, representacion relativa de especies de acidos nucleicos, similares o combinaciones de los mismos.

En algunos casos, una etapa de procesamiento puede comprender el uso de uno o mas algoritmos estadisticos.
Cualquier algoritmo estadistico adecuado, solo o en combinacién, puede usarse para analizar y/o manipular un
conjunto de datos descrito en el presente documento. Se puede utilizar cualquier nimero adecuado de algoritmos
estadisticos. En algunos casos, un conjunto de datos puede analizarse utilizando 1 0 mas, 5 o mas, 10 o mas 0 20 o
mas algoritmos estadisticos. Ejemplos no limitantes de algoritmos estadisticos adecuados para su uso con los métodos
descritos en el presente documento incluyen arboles de decision, recuentos nulos, comparaciones multiples, prueba
Omnibus, problema de Behrens-Fisher, remuestreo, método de Fisher para combinar pruebas independientes de
significacion, hipotesis nula, error de tipo |, error de tipo Il, prueba exacta, prueba Z de una muestra, prueba Z de dos
muestras, prueba t de una muestra, prueba t pareada, prueba t combinada de dos muestras con iguales varianzas,
prueba t no combinada de dos muestras con varianzas distintas, prueba z para una proporcion, prueba z para dos
proporciones combinada, prueba z para dos proporciones no combinada, prueba chi cuadrado para una muestra,
prueba F para dos muestras para igualdad de varianzas, intervalo de confianza, intervalo creible, significacion, meta
analisis, regresion lineal simple, regresion lineal robusta, similares o combinaciones de los anteriores. Ejemplos no
limitantes de variables o caracteristicas de conjuntos de datos que pueden analizarse utilizando algoritmos estadisticos
incluyen recuentos sin procesar, recuentos filtrados, recuentos normalizados, alturas de maximos, amplitudes de
maximos, bordes de maximos, tolerancias laterales, valores de P, niveles mediana, niveles medios, distribucion de
recuentos dentro de una regién gendmica, representacion relativa de especies de acidos nucleicos, similares o
combinaciones de los mismos.

En ciertos casos, un conjunto de datos puede analizarse utilizando multiples algoritmos estadisticos (por ejemplo, 2 o
mas) (por ejemplo, regresion de minimos cuadrados, analisis de componentes principales, analisis discriminante lineal,
analisis discriminante cuadratico, empaquetado, redes neuronales, modelos de maquinas de soporte vectorial,
bosques aleatorios, modelos de arboles de clasificacion, K vecinos mas cercanos, regresion logistica y/o atenuado de
pérdidas) y/o manipulaciones matematicas y/o estadisticas (por ejemplo, denominadas en el presente documento,
manipulaciones). En algunos casos, el uso de manipulaciones multiples puede generar un espacio N-dimensional que
puede usarse para proporcionar un resultado. En ciertos casos, el analisis de un conjunto de datos utilizando multiples
manipulaciones puede reducir la complejidad y/o dimensionalidad del conjunto de datos. Por ejemplo, el uso de
manipulaciones multiples en un conjunto de datos de referencia puede generar un espacio N-dimensional (por ejemplo,
representacion grafica de probabilidad) que puede usarse para representar la presencia o ausencia de una variacion
genética, dependiendo del estado genético de las muestras de referencia (por ejemplo, positivo o negativo para una
variacion genética seleccionada). El analisis de muestras de ensayo utilizando un conjunto de manipulaciones
sustancialmente similar se puede usar para generar un punto N-dimensional para cada una de las muestras de ensayo.
La complejidad y/o dimensionalidad del conjunto de datos de un sujeto de ensayo a veces se reduce a un valor unico
o punto N-dimensional que se puede comparar facilmente con el espacio N-dimensional generado a partir de los datos
de referencia. Los datos de la muestra de ensayo que se encuentran dentro del espacio N-dimensional poblado por
los datos del sujeto de referencia son indicativos de un estado genético sustancialmente similar al de los sujetos de
referencia. Los datos de la muestra de ensayo que se encuentran fuera del espacio N-dimensional poblado por los
datos del sujeto de referencia son indicativos de un estado genético sustancialmente diferente al de los sujetos de
referencia. En algunos casos, las referencias son euploides o por otro lado no tienen una variaciéon genética o afeccion
médica.

Después de que los conjuntos de datos se hayan contado, opcionalmente filtrado y normalizado, en algunos casos,
los conjuntos de datos procesados pueden manipularse adicionalmente mediante uno o mas procedimientos de filtrado
y/o normalizacién. En ciertos casos, un conjunto de datos que ha sido manipulado adicionalmente por uno o mas
procedimientos de filtrado y/o normalizacidon se puede usar para generar un perfil. En algunos casos, el uno o0 mas
procedimientos de filtrado y/o normalizacién a veces pueden reducir la complejidad y/o dimensionalidad del conjunto
de datos. Se puede proporcionar un resultado basado en un conjunto de datos de complejidad y/o dimensionalidad
reducidas.

En algunos casos, las porciones se pueden filtrar de acuerdo con una medida de error (por ejemplo, desviacion
estandar, error estandar, varianza calculada, valor de p, error medio absoluto (MAE), desviacidon absoluta promedio
y/o desviacién absoluta media (MAD). En ciertos casos, una medida de error se refiere a la variabilidad del recuento.
En algunos casos, las porciones se filtran de acuerdo a la variabilidad del recuento. En ciertos casos, la variabilidad
del recuento es una medida de error determinada para los recuentos mapeados en una porcion (es decir, una porcion)
de un genoma de referencia para muestras multiples (por ejemplo, muestra multiple obtenida de mdltiples sujetos, por
ejemplo, 50 o mas, 100 o mas, 500 o mas, 1000 o mas, 5000 o mas o 10.000 o mas sujetos). En algunos casos, se
filtran las porciones con una variabilidad de recuento por encima de un intervalo superior predeterminado (por ejemplo,
excluirse del estudio). En algunos casos, un intervalo superior predeterminado es un valor MAD igual o mayor que
aproximadamente 50, aproximadamente 52, aproximadamente 54, aproximadamente 56, aproximadamente 58,
aproximadamente 60, aproximadamente 62, aproximadamente 64, aproximadamente 66, aproximadamente 68,
aproximadamente 70, aproximadamente 72, aproximadamente 74 o igual a o mayor que aproximadamente 76. En
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algunos casos, se filtran las porciones con una variabilidad de recuento por debajo de un intervalo inferior
predeterminado (por ejemplo, excluirse del estudio). En algunos casos, un intervalo inferior predeterminado es un valor
MAD igual a o menor que aproximadamente 40, aproximadamente 35, aproximadamente 30, aproximadamente 25,
aproximadamente 20, aproximadamente 15, aproximadamente 10, aproximadamente 5, aproximadamente 1 o igual a
0 menor que aproximadamente 0. En algunos casos, se filtran las porciones con una variabilidad de recuento dentro
de un intervalo predeterminado (por ejemplo, excluirse del estudio). En algunos casos, un intervalo predeterminado es
un valor MAD mayor que cero o menor que aproximadamente 76, menor que aproximadamente 74, menor que
aproximadamente 73, menor que aproximadamente 72, menor que aproximadamente 71, menor que
aproximadamente 70, menor que aproximadamente 69, menor que aproximadamente 68, menor que
aproximadamente 67, menor que aproximadamente 66, menor que aproximadamente 65, menor que
aproximadamente 64, menor que aproximadamente 62, menor que aproximadamente 60, menor que
aproximadamente 58, menor que aproximadamente 56, menor que aproximadamente 54, menor que
aproximadamente 52 o menor que aproximadamente 50. En algunos casos, un intervalo predeterminado es un valor
MAD mayor que cero o menor que aproximadamente 67,7. En algunos casos, se seleccionan porciones con una
variabilidad de recuento dentro de un intervalo predeterminado (por ejemplo, para determinar la presencia o ausencia
de una variacion genética).

En algunos casos, la variabilidad de recuento de porciones representa una distribucion (por ejemplo, una distribucion
normal). En algunos casos, las porciones se seleccionan dentro de un cuantil de la distribucién. En algunos casos, se
seleccionan porciones dentro de un cuantil igual o inferior a aproximadamente el 99,9%, 99,8 %, 99,7 %, 99,6 %,
99,5 %, 99,4 %, 99,3 %, 99,2 %, 99,1 %, 99,0 %, 98,9 %, 98,8 %, 98,7 %, 98,6 %, 98,5 %, 98,4 %, 98,3 %, 98,2 %,
98,1 %, 98,0 %, 97 %, 96 %, 95 %, 94 %, 93 %, 92 %, 91 %, 90 %, 85 %, 80%, o igual o inferior a un cuantil de
aproximadamente el 75% para la distribucion. En algunos casos, se seleccionan porciones dentro de un cuantil del
99% de la distribucion de la variabilidad del recuento. En algunos caos, se seleccionan porciones con una MAD> 0 y
una MAD <67,725 dentro del cuantil del 99%, dando como resultado la identificacién de un conjunto de porciones
estables de un genoma de referencia.

Ejemplos no limitantes de filtrado de porciones con respecto a PERUN se proporcionan en el presente documento y
en la solicitud de patente internacional n°® PCT/US12/59123 (documento W02013/052913). Las porciones se pueden
filtrar basandose en o basandose en parte en, una medida de error. En ciertos casos, se puede utilizar una medida de
error que comprende valores absolutos de desviacion, tal como un factor R, para la eliminacién o ponderacion de
porciones. En algunos casos, un factor R, se define como la suma de las desviaciones absolutas de los valores de
recuentos predichos de las mediciones reales dividida por los valores de recuentos predichos de las mediciones reales
(por ejemplo, la ecuacién B en el presente documento). Si bien puede usarse una medida de error que comprende
valores absolutos de desviacion, se puede emplear alternativamente una medida de error adecuada. En ciertos casos,
se puede utilizar una medida de error que no incluya valores absolutos de desviacion, como una dispersion basada
en cuadrados. En algunos casos, las porciones se filtran o ponderan de acuerdo con una medida de capacidad de
mapeo (por ejemplo, puntuacion de capacidad de mapeo). A veces, una porcion se filtra o se pondera de acuerdo con
un numero relativamente bajo de lecturas de secuencia mapeadas en la porcion (por ejemplo, 0, 1, 2, 3, 4, 5 lecturas
mapeadas en la porcion). Las porciones se pueden filtrar o ponderar de acuerdo con el tipo de analisis que se realiza.
Por ejemplo, para el analisis de aneuploidia del cromosoma 13, 18 y/o 21, pueden filtrarse los cromosomas sexuales
y pueden analizarse solo los autosomas, o un subconjunto de autosomas. Para la determinacion del sexo fetal, los
autosomas pueden filtrarse y se pueden analizar solo los cromosomas sexuales (X e Y) o uno de los cromosomas
sexuales (X 0 Y).

En casos particulares, se puede emplear el siguiente proceso de filtrado. Se selecciona el mismo conjunto de porciones
(por ejemplo, porciones de un genoma de referencia) dentro de un cromosoma dado (por ejemplo, el cromosoma 21)
y se compara el nimero de lecturas en muestras afectadas y no afectadas. La diferencia se relaciona con las muestras
de trisomia 21 y euploides e implica un conjunto de porciones que cubren la mayor parte del cromosoma 21. El conjunto
de porciones es el mismo entre las muestras euploides y T21. La distincion entre un conjunto de porciones y una sola
seccion no es crucial, ya que se puede definir una porciéon. La misma regiéon genémica se compara en diferentes
pacientes. Este proceso se puede utilizar para un andlisis de trisomia, como para T13 o T18 ademas de, o en lugar
de, T21.

Después de que los conjuntos de datos se hayan contado, opcionalmente filtrado y normalizado, en algunos casos,
los conjuntos de datos procesados se pueden manipular por ponderacion. En ciertos casos, se pueden seleccionar
una o mas porciones para ponderar para reducir la influencia de los datos (por ejemplo, datos ruidosos, datos no
informativos) contenidos en las porciones seleccionadas, y en algunos casos se puede seleccionar una o mas
porciones para ponderar para mejorar o aumentar la influencia de los datos (por ejemplo, datos con pequefia varianza
medida) contenidos en las porciones seleccionadas. En algunos casos, se pondera un conjunto de datos utilizando
una funcion de ponderacion Unica que disminuye la influencia de los datos con grandes varianzas y aumenta la
influencia de los datos con pequefas varianzas. A veces se usa una funcion de ponderacion para reducir la influencia
de los datos con grandes varianzas y aumentar la influencia de los datos con pequefias varianzas (por ejemplo,
[1/(desviacion estandar)?]). En algunos casos, se genera una representacion grafica de perfil de datos procesados
manipulados adicionalmente por ponderacién para facilitar la clasificacion y/o proporcionar un resultado. Se puede
proporcionar un resultado basado en una representacion grafica de perfil de datos ponderados.
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El filtrado o la ponderacion de las porciones se puede realizar en uno o mas puntos adecuados en un analisis. Por
ejemplo, las porciones pueden filtrarse o ponderarse antes o después de que las lecturas de secuencias se mapeen
a porciones de un genoma de referencia. Las porciones pueden filtrarse o ponderarse antes o después de que se
determine un sesgo experimental para las porciones individuales del genoma. En algunos casos, las porciones pueden
filtrarse o ponderarse antes o después de que se calculen los niveles de la seccién genémica.

Después de que los conjuntos de datos se hayan contado, opcionalmente filirado, normalizado y opcionalmente
ponderado, en algunos casos, los conjuntos de datos procesados pueden manipularse mediante una o mas
manipulaciones matematicas y/o estadisticas (por ejemplo, funciones estadisticas o algoritmos estadisticos). En
ciertos casos, los conjuntos de datos procesados pueden manipularse adicionalmente calculando las puntuaciones Z
para una 0 mas porciones, cromosomas o porciones de cromosomas seleccionados. En ciertos casos, los conjuntos
de datos procesados pueden manipularse adicionalmente calculando los valores de P. Un caso de una ecuacion para
calcular una puntuacion Z y un valor p se presenta en la Ecuacion 1 (Ejemplo 2). En ciertos casos, las manipulaciones
matematicas y/o estadisticas incluyen uno o mas supuestos relacionados con la ploidia y/o la fraccion fetal. En algunos
casos, se genera una representacion grafica de perfil de datos procesados manipulados adicionalmente por una o
mas manipulaciones estadisticas y/o matematicas para facilitar la clasificacion y/o proporcionar un resultado. Se puede
proporcionar un resultado basado en una representacion grafica de perfil de datos manipulados estadistica y/o
matematicamente. Un resultado proporcionado basandose en una representacion grafica de perfil de datos
estadisticamente y/o matematicamente manipulados incluye a menudo uno o mas supuestos relacionados con la
ploidia y/o la fraccion fetal.

En ciertos casos, se realizan multiples manipulaciones en los conjuntos de datos procesados para generar un espacio
N-dimensional y/o un punto N-dimensional, después de que los conjuntos de datos se hayan contado, opcionalmente
filtrado y normalizado. Se puede proporcionar un resultado basado en una representacion grafica de perfil de conjuntos
de datos analizados en N-dimensiones.

En algunos casos, los conjuntos de datos se procesan utilizando uno o mas analisis de nivel de maximo, analisis de
amplitud de maximos, analisis de ubicacién de bordes de maximo, tolerancias laterales de maximo, similares,
derivaciones de los mismos, o combinaciones de los anteriores, como parte de o después de que los conjuntos de
datos se hayan procesado y/o manipulado. En algunos casos, se genera una representacion grafica de perfil de los
datos procesados utilizando uno o mas analisis de nivel de maximo, anadlisis de amplitudes de maximos, analisis de
ubicacion de bordes de maximo, tolerancias laterales de maximo, similares, derivaciones de los mismos o
combinaciones de los anteriores para facilitar la clasificacion y/o proporcionar un resultado. Se puede proporcionar un
resultado basado en una representacion grafica de perfil de datos que se han procesado utilizando uno o mas analisis
de nivel de maximo, analisis de amplitud de maximos, analisis de ubicacion de bordes de maximo, tolerancias laterales
de maximo, similares, derivaciones de los mismos, o combinaciones de los anteriores.

En algunos casos, el uso de una o mas muestras de referencia que estan sustancialmente libres de una variacion
genética en cuestion se puede usar para generar un perfil de recuentos mediana de referencia, lo que puede dar como
resultado un valor predeterminado representativo de la ausencia de la variaciéon genética, y a menudo se desvia de
un valor predeterminado en areas correspondientes a la ubicacion gendmica en donde se encuentra la variacion
genética en el sujeto de ensayo, si el sujeto de ensayo poseyera la variacion genética. En sujetos de ensayo con
riesgo de, o que padecen una afeccion médica asociada con una variacion genética, se espera que el valor numérico
para la porcién o las secciones seleccionadas varie significativamente del valor predeterminado para las ubicaciones
gendmicas no afectadas. En ciertos casos, el uso de una o mas muestras de referencia que se sabe que portan la
variacion genética en cuestion se puede usar para generar un perfil de recuentos mediana de referencia, lo que puede
dar como resultado un valor predeterminado representativo de la presencia de la variacién genética, y a menudo se
desvia de un valor predeterminado en areas correspondientes a la ubicacién genémica en donde un sujeto de ensayo
no porta la variacion genética. En sujetos de ensayo con riesgo de, o que padecen una afeccién médica asociada con
una variacion genética, se espera que el valor numérico para la porciéon o las secciones seleccionadas varie
significativamente del valor predeterminado para las ubicaciones gendémicas afectadas.

En algunos casos, el analisis y procesamiento de datos puede incluir el uso de uno o mas supuestos. Se puede utilizar
un nuamero o tipo de supuestos adecuados para analizar o procesar un conjunto de datos. Ejemplos no limitantes de
supuestos que se pueden usar para el procesamiento y/o andlisis de datos incluyen ploidia materna, contribucion fetal,
prevalencia de ciertas secuencias en una poblacion de referencia, antecedentes étnicos, prevalencia de una afeccion
médica seleccionada en miembros de la familia relacionados, paralelismo entre los perfiles de recuentos sin procesar
de diferentes pacientes y/o series después de la normalizacion de GC y la repeticion del enmascaramiento (por
ejemplo, GCRM), las coincidencias idénticas representan artefactos de PCR (por ejemplo, posicion de base idéntica),
supuestos inherentes a un ensayo de cuantificacion fetal (por ejemplo, FQA), supuestos con respecto a gemelos (p.
ej., 2 gemelos y solo 1 esta afectado, la fraccion fetal eficaz es solo el 50% de la fraccién fetal medida total (de manera
similar para los trillizos, los cuatrillizos y similares)), el ADN libre de células fetal (p. ej., ADNcf) cubre uniformemente
el genoma completo, similares y combinaciones de los mismos.

En aquellos casos en los que la calidad y/o la profundidad de las lecturas de secuencias mapeadas no permiten una
prediccion de resultados de la presencia o ausencia de una variacién genética a un nivel de confianza deseado (por
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ejemplo, un nivel de confianza del 95% o superior), basandose en los perfiles de recuentos normalizados, pueden
utilizarse uno o mas algoritmos de manipulaciéon matematica y/o algoritmos de prediccion estadistica adicionales, para
generar valores numéricos adicionales Utiles para el analisis de datos y/o para proporcionar un resultado. La expresion
"perfil de recuento normalizado", como se usa en el presente documento, se refiere a un perfil generado usando
recuentos normalizados. En el presente documento se describen ejemplos de métodos que se pueden usar para
generar recuentos normalizados y perfiles de recuentos normalizados. Como se ha indicado, se pueden normalizar
las lecturas de secuencia mapeadas que se han contado con respecto a los recuentos de muestras de ensayo o
recuentos de muestras de referencia. En algunos casos, un perfil de recuento normalizado se puede presentar como
una representacion grafica.

Perfiles

En algunos casos, una etapa de procesamiento puede comprender generar uno o mas perfiles (por ejemplo,
representacion grafica de perfil) a partir de diversos aspectos de un conjunto de datos o su derivacion (por ejemplo,
producto de una o mas etapas de procesamiento matematico y/o estadistico de datos conocidas en la técnica y/o
descritas en el presente documento). El término "perfil" como se usa en el presente documento se refiere a un producto
de una manipulacién matematica y/o estadistica de datos que puede facilitar la identificacion de patrones y/o
correlaciones en grandes cantidades de datos. Un "perfil" a menudo incluye valores resultantes de una o mas
manipulaciones de datos o conjuntos de datos, basadas en uno o mas criterios. Un perfil a menudo incluye multiples
puntos de datos. Cualquier nimero adecuado de puntos de datos puede incluirse en un perfil dependiendo de la
naturaleza y/o la complejidad de un conjunto de datos. En ciertos casos, los perfiles pueden incluir 2 o0 mas puntos de
datos, 3 0 mas puntos de datos, 5 0 mas puntos de datos, 10 o0 mas puntos de datos, 24 0 mas puntos de datos, 25 o
mas puntos de datos, 50 o mas puntos de datos, 100 o mas puntos de datos, 500 o mas puntos de datos, 1000 o mas
puntos de datos, 5000 o mas puntos de datos, 10.000 o mas puntos de datos, o 100.000 o mas puntos de datos.

En algunos casos, un perfil es representativo de la totalidad de un conjunto de datos, y en ciertos casos, un perfil es
representativo de una parte o subconjunto de un conjunto de datos. Es decir, un perfil a veces incluye o se genera a
partir de puntos de datos representativos de datos que no se han filtrado para eliminar cualquier dato, y en ocasiones
un perfil incluye o se genera a partir de puntos de datos representativos de datos que se han filtrado para eliminar
datos no deseados. En algunos casos, un punto de datos en un perfil representa los resultados de la manipulacion de
datos para una porcion. En ciertos casos, un punto de datos en un perfil incluye resultados de manipulacién de datos
para grupos de porciones. En algunos casos, los grupos de porciones pueden ser adyacentes entre si, y en ciertos
casos, los grupos de porciones pueden ser de diferentes partes de un cromosoma o genoma.

Los puntos de datos en un perfil derivado de un conjunto de datos pueden ser representativos de cualquier clasificacion
de datos adecuada. Ejemplos no limitantes de categorias en las que se pueden agrupar los datos para generar puntos
de datos de perfil incluyen: porciones basadas en el tamaiio, porciones basadas en caracteristicas de secuencia (por
ejemplo, en el contenido de GC, en el contenido de AT, posicidn en un cromosoma (por ejemplo, brazo corto, brazo
largo, centromero, teldmero y similares), niveles de expresion, cromosoma, similares o combinaciones de los mismos.
En algunos casos, se puede generar un perfil a partir de puntos de datos obtenidos de otro perfil (por ejemplo, perfil
de datos normalizado renormalizado a un valor de normalizacién diferente para generar un perfil de datos
renormalizado). En ciertos casos, un perfil generado a partir de puntos de datos obtenidos de otro perfil reduce el
numero de puntos de datos y/o la complejidad del conjunto de datos. La reduccién del nimero de puntos de datos y/o
la complejidad de un conjunto de datos a menudo facilita la interpretacién de los datos y/o facilita proporcionar un
resultado.

Un perfil (por ejemplo, un perfil genémico, un perfil cromosémico, un perfil de un segmento de un cromosoma) a
menudo es una coleccién de recuentos normalizados 0 no normalizados para dos o mas porciones. Un perfil a menudo
incluye al menos un nivel (por ejemplo, un nivel de seccion genémica), y a menudo comprende dos o mas niveles (por
ejemplo, un perfil a menudo tiene multiples niveles). Un nivel generalmente es para un conjunto de porciones que
tienen aproximadamente los mismos recuentos o recuentos normalizados. Los niveles se describen en mayor detalle
en el presente documento. En ciertos casos, un perfil comprende una o mas porciones, cuyas porciones se pueden
ponderar, eliminar, filtrar, normalizar, ajustar, promediar, derivar como una media, sumar, restar, procesar o
transformar por cualquier combinacion de los mismos. Un perfil a menudo comprende recuentos normalizados
mapeados en porciones que definen dos o0 mas niveles, donde los recuentos se normalizan adicionalmente de acuerdo
con uno de los niveles mediante un método adecuado. A menudo, los recuentos de un perfil (por ejemplo, un nivel de
perfil) estan asociados con un valor de incertidumbre.

Un perfil que comprende uno 0 mas niveles a veces se rellena (por ejemplo, ajuste de huecos (hole padding)). Padding
(por ejemplo, hole padding) se refiere a un proceso de identificacion y ajuste de niveles en un perfil que se debe a
microdeleciones o duplicaciones maternas (por ejemplo, variaciones en el nimero de copias). En algunos casos, los
niveles pueden encontrarse ajustados debido a microduplicaciones fetales o microdeleciones fetales. Las
microduplicaciones o microdeleciones en un perfil pueden aumentar o disminuir artificialmente el nivel general de un
perfil (por ejemplo, un perfil de un cromosoma) conduciendo a determinaciones positivas falsas o negativas falsas de
una aneuploidia cromosoémica (por ejemplo, una trisomia). En algunos casos, los niveles en un perfil que se deben a
microduplicaciones y/o deleciones se identifican y ajustan (por ejemplo, se rellenan y/o eliminan) mediante un proceso
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a veces denominado padding o hole padding. En ciertos casos, un perfil comprende uno o mas primeros niveles que
son significativamente diferentes a un segundo nivel dentro del perfil, cada uno de los primeros niveles comprende
una variacion en el nimero de copias maternas, una variaciéon en el nimero de copias fetales, o una variacién en el
numero de copias maternas y una variaciéon en el nimero de copias fetales y se ajustan uno o mas de los primeros
niveles.

Un perfil que comprende uno o mas niveles puede incluir un primer nivel y un segundo nivel. En algunos casos, un
primer nivel es diferente (por ejemplo, significativamente diferente) a un segundo nivel. En algunos casos, un primer
nivel comprende un primer conjunto de porciones, un segundo nivel comprende un segundo conjunto de porciones y
el primer conjunto de porciones no es un subconjunto del segundo conjunto de porciones. En ciertos casos, un primer
conjunto de porciones es diferente de un segundo conjunto de porciones a partir del cual se determinan un primer y
segundo nivel. En algunos casos, un perfil puede tener varios primeros niveles diferentes (por ejemplo,
significativamente diferentes, por ejemplo, tienen un valor significativamente diferente) que un segundo nivel dentro
del perfil. En algunos casos, un perfil comprende uno o mas primeros niveles que son significativamente diferentes a
un segundo nivel dentro del perfil y se ajustan uno o mas de los primeros niveles. En algunos casos, un perfil
comprende uno o mas primeros niveles que son significativamente diferentes a un segundo nivel dentro del perfil, cada
uno de los primeros niveles comprende una variaciéon en el nimero de copias maternas, una variacion en el nimero
de copias fetales, o una variacién en el numero de copias maternas y una variacién en el niumero de copias fetales y
se ajustan uno o mas de los primeros niveles. En algunos casos, un primer nivel dentro de un perfil se elimina del perfil
o se ajusta (por ejemplo, se rellena). Un perfil puede comprender varios niveles que incluyen uno o mas primeros
niveles significativamente diferentes de uno o mas segundos niveles y, a menudo, la mayoria de los niveles en un
perfil son segundos niveles, cuyos segundos niveles son aproximadamente iguales entre si. En algunos casos, mas
del 50%, mas del 60 %, mas del 70 %, mas del 80 %, mas del 90% o mas del 95% de los niveles en un perfil son
segundos niveles.

Un perfil a veces se muestra como una representacion grafica. Por ejemplo, se pueden representar graficamente y
visualizar uno o mas niveles que representan recuentos (por ejemplo, recuentos normalizados) de porciones. Ejemplos
no limitantes de representaciones graficas de perfil que se pueden generar incluyen recuento sin procesar (p. €j., perfil
de recuentos sin procesar o perfil sin procesar), recuento normalizado, ponderado de porcién, puntuacion z, valor de
p, relacion de area frente a ploidia ajustada, nivel mediana frente a relacion entre la fraccion fetal ajustada y medida,
componentes principales, similares, o combinaciones de los mismos. En algunos casos, las representaciones graficas
de perfil permiten la visualizacién de los datos manipulados. En ciertos casos, se puede utilizar una representacion
grafica de perfil para proporcionar un resultado (por ejemplo, relacién de area frente a ploidia ajustada, nivel mediana
frente a relacion entre la fraccion fetal ajustada y medida, componentes principales).

Las expresiones "representacion grafica de perfil de recuentos sin procesar" o "representacién grafica de perfil sin
procesar" como se usan en el presente documento se refieren a una representacién grafica de recuentos en cada
porcién en una region normalizada a recuentos totales en una regién (por ejemplo, genoma, porcién, cromosoma,
porciones de un genoma de referencia o un segmento de un cromosoma). En algunos casos, un perfil puede generarse
utilizando un proceso de ventana estatica, y un perfil puede generarse utilizando un proceso de ventana deslizante.

Un perfil generado para un sujeto de ensayo a veces se compara con un perfil generado para uno o mas sujetos de
referencia, para facilitar la interpretacién de manipulaciones matematicas y/o estadisticas de un conjunto de datos y/o
para proporcionar un resultado. En algunos casos, se genera un perfil basado en uno o mas supuestos iniciales (por
ejemplo, contribucién materna de &acido nucleico (por ejemplo, fraccion materna), contribucion fetal de acido nucleico
(por ejemplo, fraccion fetal), ploidia de la muestra de referencia, similares o combinaciones de los mismos). En ciertos
casos, un perfil de ensayo a menudo se centra alrededor de un valor predeterminado representativo de la ausencia
de una variacidn genética, y a menudo se desvia de un valor predeterminado en areas correspondientes a la ubicacion
gendmica en donde se encuentra la variacion genética en el sujeto de ensayo, si el sujeto de ensayo poseyera la
variacion genética. En sujetos de ensayo con riesgo de, o que padecen una afeccién médica asociada con una
variacion genética, se espera que el valor numérico para la porciéon seleccionada varie significativamente del valor
predeterminado para las ubicaciones genomicas no afectadas. Dependiendo de las suposiciones iniciales (p. €j.,
ploidia fija o ploidia optimizada, fraccion fetal fija o fraccion fetal optimizada o combinaciones de las mismas), el umbral
o valor de corte predeterminado o el intervalo de valores del umbral indicativo de la presencia o ausencia de una
variacion genética puede variar mientras se proporciona un resultado util para determinar la presencia o ausencia de
una variacion genética. En algunos casos, un perfil es indicativo y/o representativo de un fenotipo.

A modo de ejemplo no limitativo, pueden obtenerse muestras normalizadas y/o perfiles de recuento de referencia a
partir de datos de lecturas de secuencias sin procesar (a) calculando recuentos de la mediana de referencia para
cromosomas seleccionados, porciones o segmentos de los mismos de un conjunto de referencias que se sabe que no
portan una variacion genética, (b) eliminando porciones no informativas de los recuentos sin procesar de la muestra
de referencia (por ejemplo, filtrado); (¢) normalizando los recuentos de referencia para todas las porciones restantes
de un genoma de referencia al numero total residual de recuentos (por ejemplo, suma de los recuentos restantes
después de la eliminacion de las porciones no informativas de un genoma de referencia) para el cromosoma
seleccionado de la muestra de referencia o la ubicacién gendémica seleccionada, generando, de este modo, un perfil
de sujeto de referencia normalizado; (d) eliminando las porciones correspondientes de la muestra del sujeto de ensayo;
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y (e) normalizando los recuentos de sujetos de ensayo restantes para una o mas ubicaciones gendmicas
seleccionadas a la suma de los recuentos mediana de referencia residuales para el cromosoma o cromosomas que
contienen las ubicaciones genomicas seleccionadas, generando, de este modo, un perfil de sujeto de ensayo
normalizado. En ciertos casos, entre (c) y (d) puede incluirse una etapa de normalizaciéon adicional con respecto al
genoma completo, reducido por las porciones filtradas en (b).

Se puede generar un perfil de conjunto de datos mediante una o mas manipulaciones de datos de lecturas de
secuencias mapeadas contadas. Algunos casos incluyen los siguientes. Se mapean las lecturas de secuencia y se
determina el numero de recuentos (es decir, marcadores de secuencia) para cada porcién genémica (por ejemplo,
contada). Se genera un perfil de recuentos sin procesar a partir de las lecturas de secuencia mapeadas que se
cuentan. En ciertos casos, se proporciona un resultado comparando un perfil de recuentos sin procesar de un sujeto
de ensayo con un perfil de recuento mediana de referencia para los cromosomas, porciones o segmentos de los
mismos de un conjunto de sujetos de referencia que no poseen una variacion genética.

Opcionalmente, en algunos casos, se filtran los datos de lecturas de secuencias para eliminar datos ruidosos o
porciones no informativas. Después del filtrado, los recuentos restantes normalmente se suman para generar un
conjunto de datos filtrados. En ciertos casos, se genera un perfil de recuentos filtrados a partir de un conjunto de datos
filtrados.

Después de que los datos de lecturas de secuencias se hayan contado y filtrado opcionalmente, los conjuntos de datos
se pueden normalizar para generar niveles o perfiles. Un conjunto de datos puede normalizarse normalizando una o
mas porciones seleccionadas a un valor de referencia de normalizacion adecuado. En algunos casos, un valor de
referencia de normalizacién es representativo de los recuentos totales para el cromosoma o cromosomas a partir de
los cuales se seleccionan las porciones. En ciertos casos, un valor de referencia de normalizacion es representativo
de una o mas porciones correspondientes, porciones de cromosomas o cromosomas de un conjunto de datos de
referencia preparado a partir de un conjunto de sujetos de referencia que se sabe que no poseen una variacion
genética. En algunos casos, un valor de referencia de normalizacién es representativo de una o mas porciones
correspondientes, porciones de cromosomas o cromosomas de un conjunto de datos de sujetos de ensayo preparado
a partir de un sujeto de ensayo que se esta analizando para detectar la presencia o ausencia de una variacion genética.
En ciertos casos, el proceso de normalizacién se realiza utilizando una aproximacion de ventana estética, y el proceso
de normalizacion se realiza utilizando una aproximacion de ventana mévil o deslizante. En ciertos casos, se genera
un perfil que comprende recuentos normalizados para facilitar la clasificacion y/o proporcionar un resultado. Se puede
proporcionar un resultado basado en una representacion grafica de un perfil que comprende los recuentos
normalizados (por ejemplo, utilizando una representacion grafica de dicho perfil).

Niveles

En algunos casos, a un nivel se le asigna un valor (por ejemplo, un nimero, un valor cuantitativo). Un nivel puede
determinarse mediante un método, operacion o proceso matematico adecuado (por ejemplo, un nivel procesado). Un
nivel a menudo es, o deriva de, recuentos (por ejemplo, recuentos normalizados) para un conjunto de porciones. En
algunos casos, un nivel de una porcion es sustancialmente igual al numero total de recuentos mapeados en una
porcién (por ejemplo, recuentos, recuentos normalizados). A menudo, un nivel se determina a partir de los recuentos
gue se procesan, transforman o manipulan mediante un método, operacién o proceso matematico adecuado conocido
en la técnica. En algunos casos, un nivel deriva de los recuentos que se procesan y los ejemplos no limitantes de
recuentos procesados incluyen los recuentos ponderados, eliminados, filtrados, normalizados, ajustados,
promediados, derivados como una media (por ejemplo, nivel medio), sumados, restados, transformados o una
combinacién de los mismos. En algunos casos, un nivel comprende recuentos que estan normalizados (por ejemplo,
recuentos normalizados de porciones). Un nivel puede ser para los recuentos normalizados por un proceso adecuado,
cuyos ejemplos no limitantes incluyen normalizacidn por porciones, normalizacién por contenido de GC, regresion de
minimos cuadrados lineal y no lineal, LOESS de GC, LOWESS, PERUN, RM, GCRM, cQn, similares y/o
combinaciones de los mismos. Un nivel puede comprender recuentos normalizados o cantidades relativas de
recuentos. En algunos casos, un nivel es para recuentos o recuentos normalizados de dos 0 mas porciones que se
promedian y el nivel se conoce como un nivel promedio. En algunos casos, un nivel es para un conjunto de porciones
que tienen un recuento medio o una media de recuentos normalizados que se conoce como un nivel medio. En algunos
casos, un nivel deriva para porciones que comprenden recuentos sin procesar y/o filtrados. En algunos casos, un nivel
se basa en recuentos que estan sin procesar. En algunos casos, un nivel esta asociado con un valor de incertidumbre
(por ejemplo, una desviacion estandar, una MAD). En algunos casos, un nivel esta representado por una puntuacion
Z o valor de p.

Un nivel para una o mas porciones es sinénimo de "nivel de seccion gendmica" en el presente documento. El término
"nivel" como se usa en el presente documento a veces es sindnimo del término "elevacién". La determinacion del
significado del término "nivel" se puede determinar a partir del contexto en donde se utiliza. Por ejemplo, el término
"nivel", cuando se usa en el contexto de secciones gendmicas, perfiles, lecturas y/o recuentos a menudo significa
elevacion. El término "nivel", cuando se usa en el contexto de una sustancia o composicion (p.ej., nivel de ARN o nivel
de plexién) a menudo se refiere a una cantidad. El término "nivel", cuando se usa en el contexto de incertidumbre
(p.€j., nivel de error, nivel de confianza, nivel de desviacion, nivel de incertidumbre) a menudo se refiere a una cantidad.
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Los recuentos normalizados o0 no normalizados para dos o mas niveles (por ejemplo, dos 0 mas niveles en un perfil)
a veces pueden manipularse matematicamente (por ejemplo, sumarse, multiplicarse, promediarse, normalizarse,
similares, o combinaciones de los mismos) de acuerdo con los niveles. Por ejemplo, los recuentos normalizados o no
normalizados para dos o mas niveles pueden normalizarse de acuerdo con uno, algunos o todos los niveles en un
perfil. En algunos casos, los recuentos normalizados o no normalizados de todos los niveles en un perfil se normalizan
de acuerdo con un nivel en el perfil. En algunos casos, los recuentos normalizados o no normalizados de un primer
nivel en un perfil se normalizan de acuerdo con los recuentos normalizados o no normalizados de un segundo nivel
en el perfil.

Ejemplos no limitantes de un nivel (por ejemplo, un primer nivel, un segundo nivel) son un nivel para un conjunto de
porciones que comprenden recuentos procesados, un nivel para un conjunto de porciones que comprende una media,
mediana o promedio de recuentos, un nivel para un conjunto de porciones que comprenden recuentos normalizados,
similares o cualquier combinacion de los mismos. En algunos casos, un primer nivel y un segundo nivel en un perfil
derivan de recuentos de porciones mapeadas en el mismo cromosoma. En algunos casos, un primer nivel y un
segundo nivel en un perfil derivan de recuentos de porciones mapeadas en diferentes cromosomas.

En algunos casos, un nivel se determina a partir de recuentos normalizados o no normalizados mapeados en una o
mas porciones. En algunos casos, un nivel se determina a partir de recuentos normalizados o no normalizados
mapeados en dos 0 mas porciones, donde los recuentos normalizados para cada porcion a menudo son
aproximadamente iguales. Puede haber variacion en los recuentos (por ejemplo, recuentos normalizados) en un
conjunto de porciones para un nivel. En un conjunto de porciones para un nivel, puede haber una o mas porciones
que tengan recuentos que sean significativamente diferentes a los de otras porciones del conjunto (por ejemplo,
maximos y/o minimos). Cualquier nimero adecuado de recuentos normalizados o no normalizados asociados con
cualquier numero adecuado de porciones puede definir un nivel.

En algunos casos, se pueden determinar uno o mas niveles a partir de recuentos normalizados o no normalizados de
todas o algunas de las porciones de un genoma. A menudo, un nivel puede determinarse a partir de todos o algunos
de los recuentos normalizados o no normalizados de un cromosoma, o segmento del mismo. En algunos casos, dos
0 mas recuentos derivados de dos o mas porciones (por ejemplo, un conjunto de porciones) determinan un nivel. En
algunos casos, dos 0 mas recuentos (por ejemplo, recuentos de dos o0 mas porciones) determinan un nivel. En algunos
casos, los recuentos de 2 a aproximadamente 100.000 porciones determinan un nivel. En algunos casos, los recuentos
de 2 a aproximadamente 50.000, 2 a aproximadamente 40.000, 2 a aproximadamente 30.000, 2 a aproximadamente
20.000, 2 a aproximadamente 10.000, 2 a aproximadamente 5.000, 2 a aproximadamente 2.500, 2 a aproximadamente
1.250, 2 a aproximadamente 1.000, 2 a aproximadamente 500, 2 a aproximadamente 250, 2 a aproximadamente 100
0 2 a aproximadamente 60 porciones determinan un nivel. En algunos casos, los recuentos de aproximadamente 10
a aproximadamente 50 porciones determinan un nivel. En algunos casos, los recuentos desde aproximadamente 20
hasta aproximadamente 40 o mas porciones determinan un nivel. En algunos casos, un nivel comprende recuentos
de aproximadamente 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29,
30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 45, 50, 55, 60 o mas porciones. En algunos casos, un nivel corresponde a
un conjunto de porciones (por ejemplo, un conjunto de porciones de un genoma de referencia, un conjunto de
porciones de un cromosoma o un conjunto de porciones de un segmento de un cromosoma).

En algunos casos, se determina un nivel para los recuentos normalizados o no normalizados de porciones contiguas.
En algunos casos, las porciones (por ejemplo, un conjunto de porciones) que son contiguas representan segmentos
vecinos de un genoma o segmentos vecinos de un cromosoma o gen. Por ejemplo, dos o mas porciones contiguas,
cuando se alinean mediante la unién de las porciones de extremo a extremo, pueden representar un ensamblaje de
secuencias de una secuencia de ADN mas larga que cada porcion. Por ejemplo, dos o méas porciones contiguas
pueden representar un genoma intacto, cromosoma, gen, intrén, exén o segmento de los mismos. En algunos casos,
se determina un nivel a partir de una coleccion (por ejemplo, un conjunto) de porciones contiguas y/o porciones no
contiguas.

Niveles Diferentes

En algunos casos, un perfil de recuentos normalizados comprende un nivel (por ejemplo, un primer nivel)
significativamente diferente de otro nivel (por ejemplo, un segundo nivel) dentro del perfil. Un primer nivel puede ser
mas alto o mas bajo que un segundo nivel. En algunos casos, un primer nivel es para un conjunto de porciones que
comprenden una o mas lecturas que comprenden una variacion en el nimero de copias (por ejemplo, una variacion
en el numero de copias maternas, una variacion en el nUmero de copias fetales o una variacion en el nimero de copias
maternas y una variacion en el nimero de copias fetales) y el segundo el nivel es para un conjunto de porciones que
comprende lecturas que no tienen sustancialmente ninguna variacion en el numero de copias. En algunos casos,
significativamente diferente se refiere a una diferencia observable. En algunos casos, significativamente diferente se
refiere a una diferencia estadisticamente diferente o estadisticamente significativa. Una diferencia estadisticamente
significativa es a veces una evaluacion estadistica de una diferencia observada. Una diferencia estadisticamente
significativa puede evaluarse mediante un método adecuado en la técnica. Se puede usar cualquier umbral o intervalo
adecuado para determinar que dos niveles son significativamente diferentes. En ciertos casos, dos niveles (por
ejemplo, niveles medios) que difieren en aproximadamente un 0,01 por ciento o0 mas (por ejemplo, 0,01 por ciento de
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uno o cualquiera de los valores de nivel) son significativamente diferentes. En algunos casos, dos niveles (por ejemplo,
niveles medios) que difieren en aproximadamente un 0,1 por ciento o mas son significativamente diferentes. En ciertos
casos, dos niveles (por ejemplo, niveles medios) que difieren en aproximadamente un 0,5 por ciento o mas son
significativamente diferentes. En algunos casos, dos niveles (por ejemplo, niveles medios) que difieren en
aproximadamente un 0,5, 0,75, 1, 1,5, 2, 25, 3, 3,5, 4, 45, 5, 55, 6, 6,5, 7, 7,5, 8, 85, 9, 9,5 0 mas de
aproximadamente un 10% son significativamente diferentes. En algunos casos, dos niveles (por ejemplo, niveles
medios) son significativamente diferentes y no hay superposicidon en ninguno de los niveles y/o no se superponen en
un intervalo definido por un valor de incertidumbre calculado para uno o ambos niveles. En ciertos casos, el valor de
incertidumbre es una desviacion estandar expresada como sigma. En algunos casos, dos niveles (por ejemplo, niveles
medios) son significativamente diferentes y difieren en aproximadamente 1 o mas veces el valor de incertidumbre (por
ejemplo, 1 sigma). En algunos casos, dos niveles (por ejemplo, niveles medios) son significativamente diferentes y
difieren en aproximadamente 2 o mas veces el valor de incertidumbre (por ejemplo, 2 sigma), aproximadamente 3 o
mas, aproximadamente 4 o mas, aproximadamente 5 o mas, aproximadamente 6 o mas, aproximadamente 7 o mas,
aproximadamente 8 o mas, aproximadamente 9 o mas, o aproximadamente 10 o mas veces el valor de incertidumbre.
En algunos casos, dos niveles (por ejemplo, niveles medios) son significativamente diferentes cuando difieren en
aproximadamente 1,1, 1,2, 1,3, 1,4, 1,5, 1,6, 1,7, 1,8, 1,9, 2,0, 2,1, 2,2, 2,3, 2,4, 2,5, 2,6, 2,7, 2,8, 2,9, 3,0, 3,1, 3,2,
3,3, 3,4, 3,5, 3,6, 3,7, 3,8, 3,9 0 4,0 veces el valor de incertidumbre o mas. En algunos casos, el nivel de confianza
aumenta a medida que aumenta la diferencia entre dos niveles. En ciertos casos, el nivel de confianza disminuye a
medida que la diferencia entre dos niveles disminuye y/o el valor de incertidumbre aumenta. Por ejemplo, a veces el
nivel de confianza aumenta con la proporcién de la diferencia entre niveles y la desviacion estandar (por ejemplo,
MAD).

Se pueden usar uno o mas algoritmos de prediccion para determinar la significacion o dar un significado a los datos
de deteccion recopilados en condiciones variables que pueden ponderarse independientemente o dependientemente
entre si. El término "variable" como se usa en el presente documento se refiere a un factor, cantidad o funcién de un
algoritmo que tiene un valor o conjunto de valores.

En algunos casos, un primer conjunto de porciones a menudo incluye porciones que son diferentes a (por ejemplo, no
superpuestas con) un segundo conjunto de porciones. Por ejemplo, a veces, un primer nivel de recuentos normalizados
es significativamente diferente a un segundo nivel de recuentos normalizados en un perfil, y el primer nivel es para un
primer conjunto de porciones, el segundo nivel es para un segundo conjunto de porciones y las porciones no se
superponen en el primer conjunto y el segundo conjunto de porciones. En ciertos casos, un primer conjunto de
porciones no es un segundo conjunto de porciones a partir del cual se determinan un primer nivel y segundo nivel,
respectivamente. En algunos casos, un primer conjunto de porciones es diferente y/o distinto de un segundo conjunto
de porciones a partir del cual se determinan un primer nivel y un segundo nivel, respectivamente.

En algunos casos, un primer conjunto de porciones es un subconjunto de un segundo conjunto de porciones en un
perfil. Por ejemplo, a veces, un segundo nivel de recuentos normalizados para un segundo conjunto de porciones en
un perfil comprende recuentos normalizados de un primer conjunto de porciones para un primer nivel en el perfil y el
primer conjunto de porciones es un subconjunto del segundo conjunto de porciones en el perfil. En algunos casos, un
nivel promedio, medio o mediana deriva de un segundo nivel donde el segundo nivel comprende un primer nivel. En
algunos casos, un segundo nivel comprende un segundo conjunto de porciones que representan un cromosoma
completo y un primer nivel comprende un primer conjunto de porciones donde el primer conjunto es un subconjunto
del segundo conjunto de porciones y el primer nivel representa una variacién en el numero de copias maternas, una
variacion en el numero de copias fetales, o una variacion en el niumero de copias maternas y una variacion en el
numero de copias fetales que esta presente en el cromosoma.

En algunos casos, un valor de un segundo nivel esta mas cerca del valor medio, promedio o mediana de un perfil de
recuentos para un cromosoma, o segmento del mismo, que el primer nivel. En algunos casos. un segundo nivel es un
nivel medio de un cromosoma, una porcién de un cromosoma o un segmento del mismo. En algunos casos, un primer
nivel es significativamente diferente de un nivel predominante (por ejemplo, un segundo nivel) que representa un
cromosoma, o un segmento del mismo. Un perfil puede incluir multiples primeros niveles que difieren significativamente
de un segundo nivel, y cada primer nivel independientemente puede ser mas alto o mas bajo que el segundo nivel. En
algunos casos, un primer nivel y un segundo nivel derivan del mismo cromosoma y el primer nivel es mas alto o mas
bajo que el segundo nivel, y el segundo nivel es el nivel predominante del cromosoma. En algunos casos, un primer
nivel y un segundo nivel derivan del mismo cromosoma, un primer nivel es indicativo de una variaciéon en el nimero
de copias (por ejemplo, una variacion, delecion, insercién, duplicacion del niumero de copias maternas y/o fetales) y
un segundo nivel es un nivel medio o nivel predominante de porciones para un cromosoma, o un segmento del mismo.

En ciertos casos, una lectura en un segundo conjunto de porciones para un segundo nivel no incluye sustancialmente
una variacion genética (por ejemplo, una variaciéon en el nimero de copias, una variacion en el numero de copias
maternas y/o fetales). A menudo, un segundo conjunto de porciones para un segundo nivel incluye cierta variabilidad
(por ejemplo, variabilidad en el nivel, variabilidad en los recuentos para las porciones). En algunos casos, una o mas
porciones en un conjunto de porciones para un nivel asociado con sustancialmente ninguna variacion en el nimero
de copias incluyen una o mas lecturas con una variacion en el nimero de copias presente en un genoma materno y/o
fetal. Por ejemplo, a veces, un conjunto de porciones incluye una variacién en el nimero de copias que esta presente
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en un pequefio segmento de un cromosoma (por ejemplo, menos de 10 porciones) y el conjunto de porciones es para
un nivel asociado con ninguna variacién sustancial en el nUmero de copias. Por lo tanto, un conjunto de porciones que
no incluyen sustancialmente ninguna variaciéon en el nimero de copias puede incluir una variacion en el numero de
copias que esta presente en menos de aproximadamente 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 o 1 porciones de un nivel.

En algunos casos un primer nivel es para un primer conjunto de porciones y un segundo nivel es para un segundo
conjunto de porciones y el primer conjunto de porciones y el segundo conjunto de porciones son contiguos (por
ejemplo, adyacentes con respecto a la secuencia de acido nucleico de un cromosoma o segmento del mismo). En
algunos casos, el primer conjunto de porciones y el segundo conjunto de porciones no son contiguos.

Se pueden utilizar lecturas de secuencias relativamente cortas de una mezcla de acidos nucleicos materno y fetal para
proporcionar recuentos que pueden transformarse en un nivel y/o un perfil. Los recuentos, niveles y perfiles se pueden
representar en forma electronica o tangible y se pueden visualizar. Los recuentos mapeados en porciones (p. €.,
representados como niveles y/o perfiles) pueden proporcionar una representacion visual de un genoma fetal y/o
materno, un cromosoma o una porcion o un segmento de un cromosoma que esta presente en un feto y/o gestante.

Nivel de Referencia y Valor de Referencia Normalizado

En algunos casos, un perfil comprende un nivel de referencia (por ejemplo, un nivel utilizado como referencia). A
menudo, un perfil de recuentos normalizados proporciona un nivel de referencia a partir del cual se determinan los
niveles esperados y los intervalos esperados (véase el andlisis a continuacion, sobre los niveles e intervalos
esperados). Un nivel de referencia a menudo es para recuentos normalizados de porciones que comprenden lecturas
mapeadas tanto de una madre como de un feto. Un nivel de referencia es a menudo la suma de los recuentos
normalizados de lecturas mapeadas de un feto y una madre (por ejemplo, una gestante). En algunos casos, un nivel
de referencia es para porciones que comprenden lecturas mapeadas de una madre euploide y/o un feto euploide. En
algunos casos, un nivel de referencia es para porciones que comprenden lecturas mapeadas que tienen una variacion
genética fetal y/o materna (por ejemplo, una aneuploidia (por ejemplo, una trisomia), una variacion en el nimero de
copias, una microduplicacion, una microdelecion, una insercién). En algunos casos, un nivel de referencia es para
porciones que no incluyen sustancialmente variaciones genéticas maternas y/o fetales (por ejemplo, una aneuploidia
(por ejemplo, una trisomia), una variacién en el nimero de copias, una microduplicaciéon, una microdelecién, una
insercion). En algunos casos, un segundo nivel se utiliza como un nivel de referencia. En ciertos casos, un perfil
comprende un primer nivel de recuentos normalizados y un segundo nivel de recuentos normalizados, el primer nivel
es significativamente diferente del segundo nivel y el segundo nivel es el nivel de referencia. En ciertos casos, un perfil
comprende un primer nivel de recuentos normalizados para un primer conjunto de porciones, un segundo nivel de
recuentos normalizados para un segundo conjunto de porciones, el primer conjunto de porciones incluye lecturas
mapeadas que tienen una variaciéon en el numero de copias maternas y/o fetales, el segundo conjunto de porciones
comprende lecturas mapeadas que no tienen sustancialmente ninguna variacién en el nimero de copias maternas y/o
una variacién en el nimero de copias fetales, y el segundo nivel es un nivel de referencia.

En algunos casos, los recuentos mapeados en porciones para uno o mas niveles de un perfil se normalizan segun los
recuentos de un nivel de referencia. En algunos casos, la normalizacion de los recuentos de un nivel segun los
recuentos de un nivel de referencia comprende dividir los recuentos de un nivel por los recuentos de un nivel de
referencia o un multiplo o fracciéon del mismo. Los recuentos normalizados segun los recuentos de un nivel de
referencia a menudo se han normalizado de acuerdo con otro proceso (por ejemplo, PERUN) y los recuentos de un
nivel de referencia a menudo también se han normalizado (por ejemplo, por PERUN). En algunos casos, los recuentos
de un nivel se normalizan segun los recuentos de un nivel de referencia y los recuentos del nivel de referencia son
escalables a un valor adecuado antes de o después de la normalizacion. El proceso de escalar los recuentos de un
nivel de referencia puede comprender cualquier constante adecuada (es decir, nimero) y puede aplicarse cualquier
manipulacion matematica adecuada a los recuentos de un nivel de referencia.

Un valor de referencia normalizado (VRN) a menudo se determina de acuerdo con los recuentos normalizados de un
nivel de referencia. La determinacion de un VRN puede comprender cualquier proceso de normalizacién adecuado
(por ejemplo, manipulacion matematica) aplicado a los recuentos de un nivel de referencia donde se usa el mismo
proceso de normalizacion para normalizar los recuentos de otros niveles dentro del mismo perfil. Determinar un VRN
a menudo comprende dividir un nivel de referencia por si mismo. Determinar un VRN a menudo comprende dividir un
nivel de referencia por un mdltiplo de si mismo. Determinar un VRN a menudo comprende dividir un nivel de referencia
por la suma o diferencia del nivel de referencia y una constante (por ejemplo, cualquier nimero).

Un VRN a veces se denomina valor nulo. Un VRN puede ser cualquier valor adecuado. En algunos casos, un VRN es
cualquier valor distinto de cero. En algunos casos, un VRN es un ndmero entero. En algunos casos, un VRN es un
numero entero positivo. En algunos casos, un VRN es 1, 10, 100 o 1000. A menudo, un VRN es igual a 1. En algunos
casos, un VRN es igual a cero. Los recuentos de un nivel de referencia se pueden normalizar a cualquier VRN
adecuado. En algunos casos, los recuentos de un nivel de referencia se normalizan a un VRN de cero. A menudo, los
recuentos de un nivel de referencia se normalizan a un VRN de 1.
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Niveles Esperados

Un nivel esperado es a veces un nivel predefinido (por ejemplo, un nivel tedrico, nivel previsto). Un "nivel esperado”
se denomina a veces en el presente documento, un "valor de nivel predeterminado”. En algunos casos, un nivel
esperado es un valor previsto para un nivel de recuentos normalizados para un conjunto de porciones que incluyen
una variacion en el numero de copias. En ciertos casos, se determina un nivel esperado para un conjunto de porciones
que no incluyen sustancialmente ninguna variacion en el nimero de copias. Se puede determinar un nivel esperado
para una ploidia cromosomica (por ejemplo, 0, 1, 2 (es decir, diploides), 3 0 4 cromosomas) o una microploidia
(delecion, duplicacion, insercidn o ausencia de homocigotos o heterocigotos). A menudo, se determina un nivel
esperado para una microploidia materna (por ejemplo, una variaciéon en el nimero de copias maternas y/o fetales).

Un nivel esperado para una variacion genética o una variacién en el numero de copias se puede determinar de
cualquier manera adecuada. A menudo, un nivel esperado se determina mediante una manipulacién matematica
adecuada de un nivel (por ejemplo, recuentos mapeados en un conjunto de porciones para un nivel). En algunos
casos, un nivel esperado se determina utilizando una constante que a veces se denomina constante de nivel esperado.
Un nivel esperado para una variacion en el numero de copias a veces se calcula multiplicando un nivel de referencia,
recuentos normalizados de un nivel de referencia o un VRN por una constante de nivel esperado, sumando una
constante de nivel esperado, restando una constante de nivel esperado, dividiendo por una constante de nivel
esperado, o por una combinacién de los mismos. A menudo, un nivel esperado (por ejemplo, un nivel esperado de
una variacion en el numero de copias maternas y/o fetales) determinado para el mismo sujeto, grupo de muestra o de
ensayo se determina de acuerdo con el mismo nivel de referencia o VRN.

A menudo, un nivel esperado se determina multiplicando un nivel de referencia, recuentos normalizados de un nivel
de referencia o un VRN por una constante de nivel esperado donde el nivel de referencia, los recuentos normalizados
de un nivel de referencia 0 VNR no es igual a cero. En algunos casos, un nivel esperado se determina sumando una
constante de nivel esperado al nivel de referencia, recuentos normalizados de un nivel de referencia o a un VRN que
es igual a cero. En algunos casos, un nivel esperado, recuentos normalizados de un nivel de referencia, VRN y la
constante de nivel esperado son escalables. El proceso de escalado puede comprender cualquier constante adecuada
(es decir, numero) y cualquier manipulacion matematica adecuada donde se aplique el mismo proceso de escalado a
todos los valores en estudio.

Constante de Nivel Esperado

Una constante de nivel esperado puede determinarse por un método adecuado. En algunos casos, una constante de
nivel esperado se determina arbitrariamente. A menudo, una constante de nivel esperado se determina empiricamente.
En algunos casos, una constante de nivel esperado se determina de acuerdo con una manipulacién matematica. En
algunos casos, una constante de nivel esperado se determina de acuerdo con una referencia (p. €j., un genoma de
referencia, una muestra de referencia, datos de ensayo de referencia). En algunos casos, una constante de nivel
esperado se predetermina para un nivel representativo de la presencia o ausencia de una variaciéon genética o una
variacion en el numero de copias (por ejemplo, una duplicacion, insercion o delecion). En algunos casos, una constante
de nivel esperado se predetermina para un nivel representativo de la presencia o ausencia de una variacion en el
numero de copias maternas, una variacion en el nimero de copias fetales, o una variaciéon en el nimero de copias
maternas y una variacion en el nimero de copias fetales. Una constante de nivel esperado para una variacion en el
numero de copias puede ser cualquier constante o conjunto de constantes adecuadas.

En algunos casos, la constante de nivel esperado para una duplicacion homocigética (por ejemplo, una duplicacion
homocigética) puede ser de aproximadamente 1,6 a aproximadamente 2,4, de aproximadamente 1,7 a
aproximadamente 2,3, de aproximadamente 1,8 a aproximadamente 2,2, o de aproximadamente 1,9 a
aproximadamente 2,1. En algunos casos, la constante de nivel esperado para una duplicacion homocigoética es de
aproximadamente 1,6, 1,7, 1,8, 1,9, 2,0, 2,1, 2,2, 2,3 o aproximadamente 2,4. A menudo, la constante de nivel
esperado para una duplicacion homocigética es aproximadamente 1,90, 1,92, 1,94, 1,96, 1,98, 2,0, 2,02, 2,04, 2,06,
2,08 o aproximadamente 2,10. A menudo, la constante de nivel esperado para una duplicacién homocigética es
aproximadamente 2.

En algunos casos, la constante de nivel esperado para una duplicacién heterocigética (por ejemplo, una duplicacion
homocigética) es de aproximadamente 1,2 a aproximadamente 1,8, de aproximadamente 1,3 a aproximadamente 1,7,
o de aproximadamente 1,4 a aproximadamente 1,6. En algunos casos, la constante de nivel esperado para una
duplicacion heterocigotica es de aproximadamente 1,2, 1,3, 1,4, 1,5, 1,6, 1,7, o aproximadamente 1,8. A menudo, la
constante de nivel esperado para una duplicacién heterocigética es aproximadamente 1,40, 1,42, 1,44, 1,46, 1,48, 1,5,
1,52, 1,54, 1,56, 1,58 o aproximadamente 1,60. En algunos casos, la constante de nivel esperado para una duplicacion
heterocigoética es de aproximadamente 1,5.

En algunos casos, la constante de nivel esperado para la ausencia de una variacién en el nimero de copias (por
ejemplo, la ausencia de una variacion en el nUmero de copias maternas y/o variacion en el numero de copias fetales)
es de aproximadamente 1,3 a aproximadamente 0,7, de aproximadamente 1,2 a aproximadamente 0,8, o de
aproximadamente 1,1 a aproximadamente 0,9. En algunos casos, la constante de nivel esperado para la ausencia de
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una variacion en el numero de copias es de aproximadamente 1,3, 1,2, 1,1, 1,0, 0,9, 0,8, o aproximadamente 0,7. A
menudo, la constante de nivel esperado para la ausencia de una variacion en el numero de copias es
aproximadamente 1,09, 1,08, 1,06, 1,04, 1,02, 1,0, 0,98, 0,96, 0,94, o aproximadamente 0,92. En algunos casos, la
constante de nivel esperado para la ausencia de una variacion en el nimero de copias es de aproximadamente 1.

La constante de nivel esperado para una delecion heterocigoética (por ejemplo, una delecion heterocigoética materna,
fetal o materna y fetal) puede ser de aproximadamente 0,2 a aproximadamente 0,8, de aproximadamente 0,3 a
aproximadamente 0,7, o de aproximadamente 0,4 a aproximadamente 0,6. La constante de nivel esperado para una
delecioén heterocigoética puede ser aproximadamente 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, o aproximadamente 0,8. A menudo, la
constante de nivel esperado para una delecién heterocigética es aproximadamente 0,40, 0,42, 0,44, 0,46, 0,48, 0,5,
0,52, 0,54, 0,56, 0,58 o aproximadamente 0,60. La constante de nivel esperado para una delecion heterocigética puede
ser aproximadamente 0,5.

En algunos casos, la constante de nivel esperado para una delecion homocigética (por ejemplo, una delecion
homocigética) es de aproximadamente -0,4 a aproximadamente 0,4, de aproximadamente -0,3 a aproximadamente
0,3, de aproximadamente -0,2 a aproximadamente 0,2, o de aproximadamente -0,1 a aproximadamente 0,1. EN
algunos casos, la constante de nivel esperado para una delecidon homocigética es de aproximadamente -0,4, -0,3, -
0,2, -0,1, 0,0, 0,1, 0,2, 0,3, o aproximadamente 0,4. A menudo, la constante de nivel esperado para una delecién
homocigética es de aproximadamente -0,1, -0,08, -0,06, -0,04, -0,02, 0,0, 0,02, 0,04, 0,06, 0,08, o de aproximadamente
0,10. A menudo, la constante de nivel esperado para una delecion homocigética es de aproximadamente 0.

Intervalo de Nivel Esperado

En algunos casos, la presencia o ausencia de una variacion genética o una variacion en el nimero de copias (por
ejemplo, una variacién en el niumero de copias maternas, una variacion en el nimero de copias fetales o una variacion
en el numero de copias maternas y una variacién en el numero de copias fetales) se determina por un nivel que se
encuentra dentro o fuera de un intervalo de nivel esperado. Un intervalo de nivel esperado a menudo se determina de
acuerdo con un nivel esperado. En algunos casos, se determina un intervalo de nivel esperado para un nivel que no
comprende sustancialmente ninguna variacion genética o sustancialmente ninguna variacion en el numero de copias.
Se puede usar un método adecuado para determinar un intervalo de nivel esperado.

En algunos casos, un intervalo de nivel esperado se define de acuerdo con un valor de incertidumbre adecuado
calculado para un nivel. Ejemplos no limitantes de un valor de incertidumbre son una desviacion estandar, error
estandar, varianza calculada, valor de p o desviacion media absoluta (MAD). En algunos casos, un intervalo de nivel
esperado para una variacién genética o una variacion en el numero de copias se determina, en parte, calculando el
nivel de incertidumbre para un nivel (p. €j., un primer nivel, un segundo nivel, un primer nivel y un segundo nivel). En
algunos casos, un intervalo de nivel esperado se define de acuerdo con un valor de incertidumbre calculado para un
perfil (por ejemplo, un perfil de recuentos normalizados para un cromosoma o segmento del mismo). En algunos casos,
se calcula un valor de incertidumbre para un nivel que no comprende sustancialmente ninguna variacidon genética o
sustancialmente ninguna variaciéon en el numero de copias. En algunos casos, se calcula un valor de incertidumbre
para un primer nivel, un segundo nivel o un primer nivel y un segundo nivel. En algunos casos, se determina un valor
de incertidumbre para un primer nivel, un segundo nivel o un segundo nivel que comprende un primer nivel.

Un intervalo de nivel esperado a veces se calcula, en parte, multiplicando, sumando, restando o dividiendo un valor
de incertidumbre por una constante n (por ejemplo, una constante predeterminada). Se puede utilizar un procedimiento
0 una combinacion de procedimientos matematicos adecuados. La constante n (por ejemplo, la constante
predeterminada n) a veces se denomina intervalo de confianza. Un intervalo de confianza seleccionado se determina
de acuerdo con la constante n que se selecciona. La constante n (por ejemplo, la constante predeterminada n, el
intervalo de confianza) se puede determinar de una manera adecuada. La constante n puede ser un nimero o fraccion
de un numero mayor que cero. La constante n puede ser un numero entero. A menudo, la constante n es un nimero
menor que 10. En algunos casos, la constante n es un nimero menor que aproximadamente 10, menor que
aproximadamente 9, menor que aproximadamente 8, menor que aproximadamente 7, menor que aproximadamente
6, menor que aproximadamente 5, menor que aproximadamente 4, menor que aproximadamente 3 o menor que
aproximadamente 2. En algunos casos, la constante n es de aproximadamente 10, 9,5, 9, 8,5, 8,7,5,7, 6,5, 6, 5,5, 5,
4,5,4,3,5,3,2,5,201. La constante n puede determinarse empiricamente a partir de datos derivados de sujetos (una
gestante y/o un feto) con una disposicion genética conocida.

A menudo, un valor de incertidumbre y una constante n definen un intervalo (por ejemplo, un limite de incertidumbre).
Por ejemplo, a veces un valor de incertidumbre es una desviacion estandar (por ejemplo, +/- 5) y se multiplica por una
constante n (por ejemplo, un intervalo de confianza) definiendo, de este modo, un limite de intervalo o incertidumbre
(por ejemplo, 5n a -5n).

En algunos casos, un intervalo de nivel esperado para una variacién genética (por ejemplo, una variacioén en el niumero
de copias maternas, variacion en el numero de copias fetales o una variacion en el nimero de copias maternas y una
variacion en el nimero de copias fetales) es la suma de un nivel esperado mas una constante n veces la incertidumbre
(por ejemplo, n x sigma (por ejemplo, 6 sigma)). En algunos casos, el intervalo de nivel esperado para una variacion
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genética o variacion en el niumero de copias designado por k se puede definir mediante la féormula:
Férmula R: (Intervalo de Nivel Esperado)« = (Nivel Esperado)« + no

donde o es un valor de incertidumbre, n es una constante (por ejemplo, una constante predeterminada) y el intervalo
de nivel esperado y el nivel esperado son para la variaciéon genética k (por ejemplo, k = una delecién heterocigotica,
por ejemplo, k = la ausencia de una variacion genética). Por ejemplo, para un nivel esperado igual a 1 (por ejemplo, la
ausencia de una variacion en el numero de copias), un valor de incertidumbre (es decir, ¢) igual a +/- 0,05, yn = 3, el
intervalo de nivel esperado se define como 1,15 a 0,85. En algunos casos, el intervalo de nivel esperado para una
duplicacion heterocigoética se determina entre 1,65 y 1,35 cuando el nivel esperado para una duplicacion heterocigética
es 1,5, n = 3 y el valor de incertidumbre o es +/- 0,05. En algunos casos, el intervalo de nivel esperado para una
delecion heterocigética se determinarse como de 0,65 a 0,35 cuando el nivel esperado para una duplicacion
heterocigoética es 0,5, n = 3 y el valor de incertidumbre o es +/- 0,05. En algunos casos, el intervalo de nivel esperado
para una duplicacion homocigética se determina entre 2,15 y 1,85 cuando el nivel esperado para una duplicacion
heterocigotica es 2,0, n = 3 y el valor de incertidumbre o es +/- 0,05.

En algunos casos, el intervalo de nivel esperado para una delecion homocigética se determina como de 0,15 a -0,15
cuando el nivel esperado para una duplicacién heterocigoética es 0,0, n = 3 y el valor de incertidumbre o es +/- 0,05.

En algunos casos, un intervalo de nivel esperado para una variaciéon en el nimero de copias homocigéticas (por
ejemplo, una variacién en el numero de copias homocigética maternas, fetales o maternas y fetales) se determina, en
parte, de acuerdo con un intervalo de nivel esperado para una variaciéon en el numero de copias heterocigoética
correspondiente. Por ejemplo, a veces, un intervalo de nivel esperado para una duplicaciéon homocigoética comprende
todos los valores mayores que un limite superior de un intervalo de nivel esperado para una duplicacién heterocigética.
En algunos casos, un intervalo de nivel esperado para una duplicacion homocigética comprende todos los valores
mayores o iguales a un limite superior de un intervalo de nivel esperado para una duplicacién heterocigoética. En
algunos casos, un intervalo de nivel esperado para una duplicacion homocigética comprende todos los valores
mayores que un limite superior de un intervalo de nivel esperado para una duplicacion heterocigética y menores que
el limite superior definido por la formula R donde o es un valor de incertidumbre y es un valor positivo, n es una
constante y k es una duplicacién homocigoética. En algunos casos, un intervalo de nivel esperado para una duplicaciéon
homocigética comprende todos los valores mayores o iguales a un limite superior de un intervalo de nivel esperado
para una duplicacidn heterocigética y menores o iguales al limite superior definido por la formula R, donde ¢ es un
valor de incertidumbre, o es un valor positivo, n es una constante y k es una duplicacién homocigética.

Un intervalo de nivel esperado para una delecion homocigoética puede comprender todos los valores inferiores a un
limite inferior de un intervalo de nivel esperado para una delecion heterocigética. Un intervalo de nivel esperado para
una delecion homocigética puede comprender todos los valores menores que o iguales a un limite inferior de un
intervalo de nivel esperado para una delecion heterocigética. Un intervalo de nivel esperado para una delecion
homocigética puede comprender todos los valores menores que un limite inferior de un intervalo de nivel esperado
para una delecion heterocigotica y mayores que el limite inferior definido por la formula R, donde o es un valor de
incertidumbre, o es un valor negativo, n es una constante y k es una delecién homocigoética. Un intervalo de nivel
esperado para una deleciéon homocigoética puede comprender todos los valores menores que o iguales a un limite
inferior de un intervalo de nivel esperado para una delecién heterocigética y mayores que o iguales al limite inferior
definido por la féormula R, donde o es un valor de incertidumbre, o es un valor negativo, n es una constante y k es una
delecién homocigética.

Se puede utilizar un valor de incertidumbre para determinar un valor umbral. En algunos casos, se obtiene un intervalo
(por ejemplo, un intervalo umbral) calculando el valor de incertidumbre determinado a partir de recuentos sin procesar,
filtrados y/o normalizados. Se puede determinar un intervalo multiplicando el valor de incertidumbre para un nivel (por
ejemplo, recuentos normalizados de un nivel) por una constante predeterminada (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, etc.) que
representa el multiplo de incertidumbre (por ejemplo, nimero de desviaciones estandar) elegidas como un umbral
limite (por ejemplo, multiplicar por 3 para 3 desviaciones estandar), por lo que, en algunos casos, se genera un
intervalo. Se puede determinar un intervalo sumando y/o restando un valor (por ejemplo, un valor predeterminado, un
valor de incertidumbre, un valor de incertidumbre multiplicado por una constante predeterminada) a y/o desde un nivel
por el cual, en algunos casos, se genera un intervalo. Por ejemplo, para un nivel igual a 1, una desviacién estandar de
+/-0,2, donde una constante predeterminada es 3, el intervalo se puede calcular como (1 + 3 (0,2)) a (1 + 3 (-0,2)), o
1,6 a 0,4. Un intervalo a veces puede definir un intervalo esperado o un intervalo de nivel esperado para una variacion
en el numero de copias. En ciertos casos, algunas o todas las porciones que exceden un valor umbral, que se
encuentran fuera de un intervalo o que se encuentran dentro de un intervalo de valores, se eliminan como parte de,
antes o después de un proceso de normalizacion. En algunos casos, algunas o todas las porciones que exceden un
valor umbral, que se encuentran fuera de un intervalo o que se encuentran dentro de un intervalo se ponderan o
ajustan como parte de, o antes del proceso de normalizacién o clasificacién. En el presente documento, se describen
ejemplos de ponderacion. Las expresiones "datos redundantes” y "lecturas mapeadas redundantes", como se usan
en el presente documento, se refieren a lecturas de secuencias derivadas de muestras que se han identificado como
asignadas a una ubicacién gendémica (por ejemplo, posicion base) y/o contabilizadas para una porcion.
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En algunos casos, se determina un valor de incertidumbre de acuerdo con la siguiente férmula:

Z= LAZ_LOZ
Oa” | 90
N, TN,

Donde Z representa la desviacion estandarizada entre dos niveles, L es el nivel medio (o mediana) y sigma es la
desviacion estandar (o MAD). El subindice O denota un segmento de un perfil (por ejemplo, un segundo nivel, un
cromosoma, un VRN, un "nivel euploide", un nivel sin una variacién en el numero de copias), y A denota otro segmento
de un perfil (por ejemplo, un primer nivel, un nivel que representa una variacion en el nimero de copias, un nivel que
representa una aneuploidia (por ejemplo, una trisomia). La variable No representa el numero total de porciones en el
segmento del perfil indicado por el subindice O. Na representa el nimero total de porciones en el segmento del perfil
indicado por el subindice A.

Clasificacién de una Variacién en el Numero de Copias

Un nivel (por ejemplo, un primer nivel) que difiere significativamente de otro nivel (por ejemplo, un segundo nivel) a
menudo se puede clasificar como una variacién en el nimero de copias (por ejemplo, una variacion en el nimero de
copias maternas y/o fetales, una variaciéon en el nimero de copias fetales, una delecion, duplicacion, insercion) de
acuerdo con un intervalo de nivel esperado. En algunos casos, la presencia de una variaciéon en el nimero de copias
se clasifica cuando un primer nivel es significativamente diferente de un segundo nivel y el primer nivel se encuentra
dentro del intervalo del nivel esperado para una variacion en el numero de copias. Por ejemplo, una variacion en el
numero de copias (p. €j., una variaciéon en el nimero de copias maternas y/o fetales, una variacioén en el nimero de
copias fetales) se puede clasificar cuando un primer nivel es significativamente diferente de un segundo nivel y el
primer nivel se encuentra dentro del intervalo de nivel esperado para una variacion en el nimero de copias. En algunos
casos, una duplicacién heterocigoética (por ejemplo, una duplicacidon heterocigotica materna o fetal, o maternal y fetal)
0 una delecion heterocigoética (por ejemplo, una delecion heterocigética materna o fetal, o materna y fetal) se clasifica
cuando un primer nivel es significativamente diferente de un segundo nivel y el primer nivel se encuentra dentro del
intervalo de nivel esperado para una duplicacion heterocigética o una deleciéon heterocigoética, respectivamente. En
algunos casos, una duplicacién homocigoética o una delecion homocigética puede clasificarse cuando un primer nivel
es significativamente diferente de un segundo nivel y el primer nivel se encuentra dentro del intervalo de nivel esperado
para una duplicacion homocigoética o una delecién homocigotica, respectivamente.

Ajustes de nivel

En algunos casos, se ajustan uno o mas niveles. Un proceso para ajustar un nivel a menudo se conoce como padding.
En algunos casos, se ajustan multiples niveles en un perfil (por ejemplo, un perfil de un genoma, un perfil cromosémico,
un perfil de una porcién o segmento de un cromosoma). En algunos casos, se ajustan de aproximadamente 1
aproximadamente 10.000 o mas niveles en un perfil. En algunos casos, se ajustan aproximadamente 1
aproximadamente 1000, 1 a aproximadamente 900, 1 a aproximadamente 800, 1 a aproximadamente 700, 1
aproximadamente 600, 1 a aproximadamente 500, 1 a aproximadamente 400, 1 a aproximadamente 300, 1
aproximadamente 200, 1 a aproximadamente 100, 1 a aproximadamente 50, 1 a aproximadamente 25, 1 a
aproximadamente 20, 1 a aproximadamente 15, 1 a aproximadamente 10, o 1 a aproximadamente 5 niveles en un
perfil. En algunos casos se ajusta un nivel. En algunos casos, se ajusta un nivel (por ejemplo, un primer nivel de un
perfil de recuento normalizado) que difiera significativamente de un segundo nivel. En algunos casos, se ajusta un
nivel clasificado como una variaciéon en el nimero de copias. En algunos casos se clasifica un nivel (por ejemplo, un
primer nivel de un perfil de recuento normalizado) que difiere significativamente de un segundo nivel como una
variacion en el numero de copias (por ejemplo, una variacién en el nimero de copias, por ejemplo, una variacion en
el niumero de copias maternas) y se ajusta. En algunos casos, un nivel (por ejemplo, un primer nivel) esta dentro de
un intervalo de nivel esperado para una variacion en el nimero de copias maternas, una variacién en el numero de
copias fetales, o una variacion en el nimero de copias maternas y una variacion en el numero de copias fetales y el
nivel se ajusta. En algunos casos, no se ajustan uno o mas niveles (por ejemplo, niveles en un perfil). En algunos
casos, un nivel (por ejemplo, un primer nivel) esta fuera de un intervalo de nivel esperado para una variacion en el
numero de copias y el nivel no se ajusta. A menudo, no se ajusta un nivel dentro de un intervalo de nivel esperado
para la ausencia de una variacion en el nimero de copias. Se puede realizar cualquier nUmero adecuado de ajustes
en uno o mas niveles en un perfil. En algunos casos, se ajustan uno o mas niveles. En algunos casos, se ajustan 2 o
mas, 3 0 mas, 5 o mas, 6 o mas, 7 o mas, 8 o mas, 9 o mas y, a veces, 10 o0 mas niveles.

[OREOREOREN

En algunos casos, se ajusta un valor de un primer nivel de acuerdo con un valor de un segundo nivel. En algunos
casos, un primer nivel, identificado como representativo de una variaciéon en el niumero de copias, se ajusta al valor de
un segundo nivel, donde el segundo nivel a menudo se asocia con ninguna variacion en el numero de copias. En
ciertos casos, un valor de un primer nivel, identificado como representativo de una variaciéon en el nimero de copias,
se ajusta para que el valor del primer nivel sea aproximadamente igual al valor de un segundo nivel.

Un ajuste puede comprender una operacion matematica adecuada. En algunos casos, un ajuste comprende una o
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mas operaciones matematicas. En algunos casos, un nivel se ajusta por normalizacion, filirado, promediacion,
multiplicacion, division, suma o resta o combinacién de los mismos. En algunos casos, se ajusta un nivel por un valor
predeterminado o una constante. En algunos casos, un nivel se ajusta modificando el valor del nivel al valor de otro
nivel.). Por ejemplo, un primer nivel puede ajustarse modificando su valor al valor de un segundo nivel. Un valor en
tales casos puede ser un valor procesado (por ejemplo, media, valor normalizado y similares).

En algunos casos, un nivel se clasifica como una variacion en el nimero de copias (por ejemplo, una variacién en el
numero de copias maternas) y se ajusta de acuerdo con un valor predeterminado al que se denomina en el presente
documento valor de ajuste predeterminado (VAP). A menudo, un VAP se determina para una variacion especifica en
el nUmero de copias. A menudo, se utiliza un VAP determinado para una variacion especifica en el nUmero de copias
(por ejemplo, duplicacién homocigética, delecion homocigética, duplicacion heterocigética, eliminacién heterocigética)
para ajustar un nivel clasificado como una variacion especifica en el nimero de copias (por ejemplo, duplicacion
homocigética, delecion homocigotica, duplicacion heterocigética, delecion heterocigética). En ciertos casos, un nivel
se clasifica como una variacion en el niumero de copias y a continuacion se ajusta de acuerdo con un VAP especifico
para el tipo de variacion en el nimero de copias clasificado. En algunos casos, un nivel (por ejemplo, un primer nivel)
se clasifica como una variacién en el numero de copias maternas, una variacion en el numero de copias fetales, o una
variacion en el nimero de copias maternas y una variacion en el nimero de copias fetales y se ajusta sumando o
restando un VAP del nivel. A menudo, un nivel (por ejemplo, un primer nivel) se clasifica como una variacion en el
nimero de copias maternas y se ajusta agregando un VAP al nivel. Por ejemplo, un nivel clasificado como una
duplicacion (por ejemplo, una duplicacién homocigética materna, fetal o materna y fetal) se puede ajustar agregando
un VAP determinado para una duplicacién especifica (por ejemplo, una duplicacion homocigética) proporcionando, de
este modo, un nivel ajustado. A menudo, un VAP determinado para una duplicacion de nimero de copias es un valor
negativo. En algunos casos, el proporcionar un ajuste a un nivel representativo de una duplicacién utilizando un VAP
determinado para una duplicaciéon da como resultado una reduccién en el valor del nivel. En algunos casos, un nivel
(por ejemplo, un primer nivel) que difiere significativamente de un segundo nivel se clasifica como una delecion de
numero de copias (por ejemplo, una delecion homocigética, delecion heterocigética, duplicacion homocigética,
duplicacion homocigética) y el primer nivel se ajusta agregando un VAP determinado para una delecion de nimero de
copias. A menudo, un VAP determinado para una delecion de un numero de copias es un valor positivo. En algunos
casos, el proporcionar un ajuste a un nivel representativo de una delecion utilizando un VAP determinado para una
delecién da como resultado un aumento en el valor del nivel.

Un VAP puede ser cualquier valor adecuado. A menudo, un VAP se determina de acuerdo con y es especifico para
una variacion en el numero de copias (por ejemplo, una variacién en el numero de copias clasificada). En ciertos
casos, un VAP se determina de acuerdo con un nivel esperado para una variaciéon en el nimero de copias (por ejemplo,
una variacién en el nimero de copias clasificada) y/o un factor VAP. Un VAP a veces se determina multiplicando un
nivel esperado por un factor VAP. Por ejemplo, un VAP para una variacién en el numero de copias puede determinarse
multiplicando un nivel esperado determinado para una variacion en el niumero de copias (por ejemplo, una delecion
heterocigoética) por un factor VAP determinado para la misma variacion en el nimero de copias (por ejemplo, una
delecion heterocigética). Por ejemplo, El VAP se puede determinar mediante la siguiente formula:

VAP« = (Nivel Esperado)x x (factor VAP)x«
para la variacién en el nimero de copias k (por ejemplo, k = una delecion heterocigética)

Un factor VAP puede ser cualquier valor adecuado. En algunos casos, un factor VAP para una duplicacion
homocigética esta entre aproximadamente -0,6 y aproximadamente -0,4. En algunos casos, un factor VAP para una
duplicacion homocigotica es de aproximadamente -0,60, -0,59, -0,58, -0,57, -0,56, -0,55, -0,54, -0,53, -0,52, -0,51, -
0,50, -0,49, -0,48, -0,47, -0,46, -0,45, -0,44, -0,43, -0,42, -0,41 y -0,40. A menudo, un factor VAP para una duplicacién
homocigética es aproximadamente -0,5.

Por ejemplo, para un VRN de aproximadamente 1 y un nivel esperado de una duplicacion homocigética igual a
aproximadamente 2, el VAP para la duplicacion homocigética se determina como aproximadamente -1 de acuerdo con
la férmula anterior. En este caso, un primer nivel clasificado como una duplicacién homocigética se ajusta agregando
aproximadamente -1 al valor del primer nivel, por ejemplo.

En algunos casos, un factor VAP para una duplicacion heterocigotica esta entre aproximadamente -0,4 y
aproximadamente -0,2. En algunos casos, un factor VAP para una duplicacion heterocigética es de aproximadamente
-0,40, -0,39, -0,38, -0,37, -0,36, -0,35, -0,34, -0,33, -0,32, -0,31, -0,30, -0,29, -0,28, -0,27, -0,26, -0,25, -0,24, -0,23, -
0,22, -0,21 y -0,20. A menudo, un factor VAP para una duplicacion heterocigética es aproximadamente -0,33.

Por ejemplo, para un VRN de aproximadamente 1 y un nivel esperado de una duplicacién heterocigodtica igual a
aproximadamente 1,5, el VAP para la duplicacion homocigética se determina como aproximadamente -0,495 de
acuerdo con la formula anterior. En este caso, un primer nivel clasificado como una duplicacién heterocigética se ajusta
agregando aproximadamente -0,495 al valor del primer nivel, por ejemplo.

En algunos casos, un factor VAP para una delecidn heterocigética esta entre aproximadamente 0,4 y
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aproximadamente 0,2. En algunos casos, un factor VAP para una delecion heterocigética es de aproximadamente
0,40, 0,39, 0,38, 0,37, 0,36, 0,35, 0,34, 0,33, 0,32, 0,31, 0,30, 0,29, 0,28, 0,27, 0,26, 0,25, 0,24, 0,23, 0,22, 0,21 y 0,20.
A menudo, un factor VAP para una delecién heterocigética es aproximadamente 0,33.

Por ejemplo, para un VRN de aproximadamente 1 y un nivel esperado de una delecién heterocigética igual a
aproximadamente 0,5, el VAP para la delecion heterocigodtica se determina como aproximadamente 0,495 de acuerdo
con la formula anterior. En este caso, un primer nivel clasificado como una delecion heterocigoética se ajusta agregando
aproximadamente 0,495 al valor del primer nivel, por ejemplo.

En algunos casos, un factor VAP para una delecion homocigética esta entre aproximadamente 0,6 y aproximadamente
0,4. En algunos casos, un factor VAP para una delecién homocigética es de aproximadamente 0,60, 0,59, 0,58, 0,57,
0,56, 0,55, 0,54, 0,53, 0,52, 0,51, 0,50, 0,49, 0,48, 0,47, 0,46, 0,45, 0,44, 0,43, 0,42, 0,41 y 0,40. A menudo, un factor
VAP para una delecion homocigoética es aproximadamente 0,5.

Por ejemplo, para un VRN de aproximadamente 1 y un nivel esperado de una delecién homocigoética igual a
aproximadamente 0, el VAP para la delecién homocigética se determina como aproximadamente 1 de acuerdo con la
férmula anterior. En este caso, un primer nivel clasificado como una delecion homocigética se ajusta agregando
aproximadamente 1 al valor del primer nivel, por ejemplo.

En ciertos casos, un VAP es aproximadamente igual a o igual a un nivel esperado para una variacién en el numero de
copias (por ejemplo, el nivel esperado de una variacién en el nimero de copias).

En algunos casos, los recuentos de un nivel se normalizan antes de hacer un ajuste. En ciertos casos, los recuentos
de algunos o todos los niveles en un perfil se normalizan antes de realizar un ajuste. Por ejemplo, los recuentos de un
nivel pueden normalizarse de acuerdo con los recuentos de un nivel de referencia o un VRN. En ciertos casos, los
recuentos de un nivel (por ejemplo, un segundo nivel) se normalizan segun los recuentos de un nivel de referencia o
un VRN y los recuentos de los otros niveles (por ejemplo, un primer nivel) en un perfil se normalizan en relacién con
los recuentos del mismo nivel de referencia o VRN antes de realizar un ajuste.

En algunos casos, un nivel de un perfil es el resultado de uno o mas ajustes. En ciertos casos, el nivel de un perfil se
determina después de que se ajusten uno o mas niveles en el perfil. En algunos casos, un nivel de un perfil se recalcula
después de que se realicen uno o mas ajustes.

En algunos casos, una variacién en el niumero de copias (por ejemplo, una variacion en el nimero de copias maternas,
variacion en el nimero de copias fetales o una variacion en el nimero de copias maternas y una variacion en el nimero
de copias fetales) se determina (por ejemplo, directa o indirectamente) a partir de un ajuste. Por ejemplo, un nivel en
un perfil que se ajusté (por ejemplo, un primer nivel ajustado) se puede identificar como una variacion en el numero
de copias maternas. En algunos casos, la magnitud del ajuste indica el tipo de variacion en el numero de copias (por
ejemplo, delecion heterocigotica, duplicacion homocigoética y similares). En ciertos casos, un nivel ajustado en un perfil
puede identificarse como representativo de una variaciéon en el nimero de copias de acuerdo con el valor de un VAP
para la variacion en el nimero de copias. Por ejemplo, para un perfil dado, VAP es aproximadamente -1 para una
duplicacion homocigotica, aproximadamente -0,5 para una duplicacion heterocigoética, aproximadamente 0,5 para una
delecién heterocigética y aproximadamente 1 para una delecion homocigética. En el ejemplo anterior, un nivel ajustado
por aproximadamente -1 puede identificarse como una duplicacién homocigotica, por ejemplo. En algunos casos, se
pueden determinar una o mas variaciones en el nimero de copias a partir de un perfil 0 un nivel que comprende uno
0 mas ajustes.

En ciertos casos, se comparan los niveles ajustados dentro de un perfil. En algunos casos, se identifican anomalias y
errores comparando niveles ajustados. Por ejemplo, a menudo se comparan uno o mas niveles ajustados en un perfil
y un nivel particular puede identificarse como una anomalia o error. En algunos casos, se identifica una anomalia o
error dentro de una o mas porciones que forman un nivel. Se puede identificar una anomalia o error dentro del mismo
nivel (por ejemplo, en un perfil) o en uno o mas niveles que representan porciones adyacentes, contiguas, adjuntas o
colindantes. En algunos casos, uno o mas niveles ajustados son niveles de porciones que son adyacentes, contiguas,
adjuntas o colindantes donde se comparan el uno o mas niveles ajustados y se identifica una anomalia o error. Una
anomalia o error puede ser un maximo o minimo en un perfil o nivel donde se conoce o se desconoce la causa del
maximo o minimo. En ciertos casos, los niveles ajustados se comparan y se identifica una anomalia o error cuando la
anomalia o error se debe a un error estocastico, sistematico, aleatorio o de usuario. En algunos casos, los niveles
ajustados se comparan y se elimina una anomalia o error de un perfil. En ciertos casos, los niveles ajustados se
comparan y se ajusta una anomalia o error.

Determinacion de la Fraccién Fetal Basada en el Nivel
En algunos casos, se determina una fraccion fetal de acuerdo con un nivel clasificado como representativo de una
variacion en el nimero de copias maternas y/o fetales. Por ejemplo, la determinacion de la fraccion fetal a menudo

comprende evaluar un nivel esperado para una variacion en el nimero de copias maternas y/o fetales utilizada para
la determinacion de la fraccion fetal. En algunos casos, se determina una fraccion fetal para un nivel (por ejemplo, un
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primer nivel) clasificado como representativo de una variacioén en el nimero de copias de acuerdo con un intervalo de
nivel esperado determinado para el mismo tipo de variaciéon en el nimero de copias. A menudo, una fraccién fetal se
determina de acuerdo con un nivel observado que se encuentra dentro de un intervalo de nivel esperado vy, por lo
tanto, se clasifica como una variacién en el nimero de copias maternas y/o fetales. En algunos casos, una fraccion
fetal se determina cuando un nivel observado (por ejemplo, un primer nivel) clasificado como una variacién en el
numero de copias maternas y/o fetales es diferente del nivel esperado determinado para la misma variacién en el
numero de copias maternas y/o fetales.

En algunos casos, un nivel (por ejemplo, un primer nivel, un nivel observado) es significativamente diferente de un
segundo nivel, el primer nivel se clasifica como una variaciéon en el nimero de copias maternas y/o fetales, y se
determina una fraccion fetal de acuerdo con el primer nivel. En algunos casos, un primer nivel es un nivel observado
y/u obtenido experimentalmente que es significativamente diferente de un segundo nivel en un perfil y se determina
una fraccion fetal de acuerdo con el primer nivel. En algunos casos, el primer nivel es un nivel promedio, medio o
sumado y se determina una fraccion fetal de acuerdo con el primer nivel. En ciertos casos, se observa un primer nivel
y un segundo nivel y/o niveles obtenidos experimentalmente y se determina una fraccion fetal de acuerdo con el primer
nivel. En algunos casos, un primer nivel comprende recuentos normalizados para un primer conjunto de porciones y
un segundo nivel comprende recuentos normalizados para un segundo conjunto de porciones y se determina una
fraccion fetal de acuerdo con el primer nivel. En algunos casos, un primer conjunto de porciones de un primer nivel
incluye una variacién en el nimero de copias (por ejemplo, el primer nivel es representativo de una variacién en el
nimero de copias) y se determina una fraccion fetal de acuerdo con el primer nivel. En algunos casos, el primer
conjunto de porciones de un primer nivel incluye una variacion en el numero de copias maternas homocigoética o
heterocigoética y se determina una fraccién fetal de acuerdo con el primer nivel. En algunos casos, un perfil comprende
un primer nivel para un primer conjunto de porciones y un segundo nivel para un segundo conjunto de porciones, el
segundo conjunto de porciones no incluye practicamente ninguna variacion en el nimero de copias (por ejemplo, una
variacion en el numero de copias maternas, una variacion en el numero de copias fetales, o una variacién en el nUmero
de copias maternas y una variacion en el niumero de copias fetales) y se determina una fraccion fetal de acuerdo con
el primer nivel.

En algunos casos, un nivel (por ejemplo, un primer nivel, un nivel observado) es significativamente diferente de un
segundo nivel, el primer nivel se clasificarse como para una variacién en el niumero de copias maternas y/o fetales, y
se determina una fraccion fetal de acuerdo con el primer nivel y/o un nivel esperado de la variacion en el niumero de
copias. En algunos casos, un primer nivel se clasifica como para una variaciéon en el numero de copias de acuerdo
con un nivel esperado para una variacién en el numero de copias y se determina una fraccion fetal de acuerdo con
una diferencia entre el primer nivel y el nivel esperado. En ciertos casos, un nivel (por ejemplo, un primer nivel, un
nivel observado) se clasifica como una variacion en el nimero de copias maternas y/o fetales, y se determina una
fraccion fetal como el doble de la diferencia entre el primer nivel y el nivel esperado de la variacion en el nimero de
copias. En algunos casos, un nivel (por ejemplo, un primer nivel, un nivel observado) se clasifica como una variacién
en el numero de copias maternas y/o fetales, el primer nivel se puede restar del nivel esperado, proporcionando, de
este modo, una diferencia, y se determina una fraccion fetal como el doble de la diferencia. En algunos casos, un nivel
(por ejemplo, un primer nivel, un nivel observado) se clasifica como una variaciéon en el nimero de copias maternas
y/o fetales, un nivel esperado se resta de un primer nivel, proporcionando, de este modo, una diferencia, y se determina
la fraccion fetal como el doble de la diferencia.

A menudo, una fraccién fetal se proporciona como un porcentaje. Por ejemplo, una fraccién fetal se puede dividir por
100, proporcionando, de este modo, un valor porcentual. Por ejemplo, para un primer nivel representativo de una
duplicaciéon homocigoética materna y que tiene un nivel de 155 y un nivel esperado para una duplicacion homocigética
materna que tiene un nivel de 150, se puede determinar una fraccion fetal como el 10% (por ejemplo, (fraccion fetal =
2 x (155 - 150)).

En algunos casos, una fraccion fetal se determina a partir de dos o mas niveles dentro de un perfil que se clasifican
como variaciones en el numero de copias. Por ejemplo, a veces dos 0 mas niveles (por ejemplo, dos o mas primeros
niveles) en un perfil se identifican como significativamente diferentes a un nivel de referencia (por ejemplo, un segundo
nivel, un nivel que no incluye practicamente ninguna variacion en el nimero de copias), los dos o mas niveles se
clasifican como representativos de una variacion en el niumero de copias maternas y/o fetales y se determina una
fraccion fetal a partir de cada uno de los dos o mas niveles. En algunos casos, una fraccién fetal se determina a partir
de aproximadamente 3 o mas, aproximadamente 4 o mas, aproximadamente 5 o mas, aproximadamente 6 o mas,
aproximadamente 7 o mas, aproximadamente 8 o mas, o aproximadamente 9 o mas determinaciones de fraccion fetal
dentro de un perfil. En algunos casos, una fraccion fetal se determina a partir de aproximadamente 10 o mas,
aproximadamente 20 o mas, aproximadamente 30 o mas, aproximadamente 40 o0 mas, aproximadamente 50 o mas,
aproximadamente 60 o mas, aproximadamente 70 o mas, aproximadamente 80 o mas, o aproximadamente 90 o mas
determinaciones de fraccion fetal dentro de un perfil. En algunos casos, una fraccion fetal se determina a partir de
aproximadamente 100 o mas, aproximadamente 200 o mas, aproximadamente 300 o més, aproximadamente 400 o
mas, aproximadamente 500 o mas, aproximadamente 600 o mas, aproximadamente 700 o mas, aproximadamente
800 o mas, aproximadamente 900 o mas, o aproximadamente 1000 o mas determinaciones de fraccion fetal dentro
de un perfil. En algunos casos, una fraccion fetal se determina a partir de aproximadamente 10 a aproximadamente
1000, aproximadamente 20 a aproximadamente 900, aproximadamente 30 a aproximadamente 700,
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aproximadamente 40 a aproximadamente 600, aproximadamente 50 a aproximadamente 500, aproximadamente 50 a
aproximadamente 400, aproximadamente 50 a aproximadamente 300, aproximadamente 50 a aproximadamente 200,
o aproximadamente 50 a aproximadamente 100 determinaciones de fraccion fetal dentro de un perfil.

En algunos casos, se determina una fraccion fetal como el promedio o la media de multiples determinaciones de
fracciones fetales dentro de un perfil. En ciertos casos, una fraccion fetal determinada a partir de determinaciones de
fracciones fetales multiples es una media (por ejemplo, un promedio, una media, un promedio estandar, una mediana
o similares) de determinaciones de fracciones fetales multiples. A menudo, una fraccion fetal determinada a partir de
determinaciones fracciones fetales multiples es un valor medio determinado por un método adecuado conocido en la
técnica o descrito en el presente documento. En algunos casos, un valor medio de una determinacién de fraccion fetal
es una media ponderada. En algunos casos, un valor medio de una determinacién de fraccion fetal es una media no
ponderada. Una determinacion de la fraccion fetal media, mediana o promedio (es decir, un valor de determinacion de
la fraccién fetal media, mediana o promedio) generada a partir de determinaciones de fracciones fetales multiples a
veces se asocia con un valor de incertidumbre (por ejemplo, una varianza, desviacién estandar, MAD, o similares). En
algunos casos, antes de determinar un valor de fraccion fetal medio, mediana o promedio a partir de multiples
determinaciones, se eliminan una o mas determinaciones desviadas (descritas con mayor detalle en el presente
documento).

Algunas determinaciones de la fraccion fetal dentro de un perfil a veces no se incluyen en la determinacion general de
una fraccion fetal (por ejemplo, la determinacién de la fraccién fetal media o promedio). En algunos casos, una
determinacién de la fraccién fetal deriva de un primer nivel (por ejemplo, un primer nivel que es significativamente
diferente de un segundo nivel) en un perfil y el primer nivel no es indicativo de una variacion genética. Por ejemplo,
algunos primeros niveles (por ejemplo, maximos o minimos) en un perfil se generan a partir de anomalias o causas
desconocidas. Tales valores a menudo generan determinaciones de fracciones fetales que difieren significativamente
de otras determinaciones de fracciones fetales obtenidas a partir de variaciones en el nUmero de copias verdaderas.
En algunos casos, las determinaciones de fracciones fetales que difieren significativamente de otras determinaciones
de fracciones fetales en un perfil se identifican y eliminan de la determinacion de la fraccion fetal. Por ejemplo, algunas
determinaciones de fracciones fetales obtenidas a partir de maximos y minimos andmalos se identifican
comparandolas con otras determinaciones de fracciones fetales dentro de un perfil y se excluyen de la determinacion
general de la fraccion fetal.

En algunos casos, una determinacién de fraccion fetal independiente que difiere significativamente de una
determinacion de fraccion fetal media, mediana o promedio es una diferencia identificada, reconocida y/u observable.
En ciertos casos, la expresion "difiere significativamente" puede significar una diferencia estadisticamente diferente
y/o una diferencia estadisticamente significativa. Una determinacion de fraccion fetal "independiente” puede ser una
fraccion fetal determinada (por ejemplo, en algunos casos una determinacién Unica) a partir de un nivel especifico
clasificado como una variacion en el numero de copias. Se puede usar cualquier umbral o intervalo adecuado para
determinar que la determinacién de fraccion fetal difiere significativamente de la determinacion de fraccion fetal media,
mediana o promedio. En ciertos casos, una determinacion de fraccion fetal difiere significativamente de una
determinacion de fraccion fetal media, mediana o promedio y la determinacion puede expresarse como una desviacion
porcentual del valor promedio o medio. En ciertos casos, una determinaciéon de fraccion fetal que difiere
significativamente de una determinacion de fraccion fetal media, mediana o promedio difiere en aproximadamente el
15 por ciento o mas. En algunos casos, una determinacion de fraccion fetal que difiere significativamente de una
determinacion de fraccion fetal media, mediana o promedio difiere en aproximadamente el 15% a aproximadamente
el 100% o mas.

En ciertos casos, una determinacion de fraccion fetal difiere significativamente de una determinacion de fraccién fetal
media, mediana o promedio de acuerdo con un multiplo de un valor de incertidumbre asociado con la determinacion
de fraccion fetal media o promedio. A menudo, un valor de incertidumbre y una constante n (por ejemplo, un intervalo
de confianza) definen un intervalo (por ejemplo, un limite de incertidumbre). Por ejemplo, a veces un valor de
incertidumbre es una desviacion estandar para determinaciones de fraccion fetal (por ejemplo, £5) y se multiplica por
una constante n (por ejemplo, un intervalo de confianza) definiendo, de este modo, un limite de intervalo o
incertidumbre (por ejemplo, 5n a -5n, a veces denominado 5 sigma). En algunos casos, una determinacion de fraccion
fetal independiente esta fuera del intervalo definido por el limite de incertidumbre y se considera significativamente
diferente de una determinacion de fraccién fetal media, mediana o promedio. Por ejemplo, para un valor medio de 10
y un limite de incertidumbre de 3, una fraccion fetal independiente mayor que 13 o0 menor que 7 es significativamente
diferente. En algunos casos, una determinacién de fraccion fetal que difiere significativamente de una determinacion
de fraccién fetal media, mediana o promedio difiere en mas de n veces el valor de incertidumbre (por ejemplo, n x
sigma) donde n es aproximadamente igual a o mayor que 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10. En ciertos casos, una
determinacion de fraccion fetal que difiere significativamente de una determinacién de fraccion fetal media, mediana o
promedio difiere en mas de n veces el valor de incertidumbre (por ejemplo, n x sigma) donde n es aproximadamente
igual a o mayor que 1,1, 1,2, 1,3, 14, 1,5, 1,6, 1,7, 1,8, 1,9, 2,0, 2,1, 2,2, 2,3, 2,4, 2,5, 2,6, 2,7, 2,8, 2,9, 3,0, 3,1, 3,2,
3,3,34,35,3,6,3,7,3,8,3,9,04,0.

En algunos casos, un nivel es representativo de una microploidia fetal y/o materna. En algunos casos, un nivel (por
ejemplo, un primer nivel, un nivel observado), es significativamente diferente a un segundo nivel, el primer nivel se
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clasifica como una variacion en el numero de copias maternas y/o fetales, y el primer nivel y/o el segundo nivel son
representativos de una microploidia fetal y/o una microploidia materna. En ciertos casos, un primer nivel es
representativo de una microploidia fetal. En algunos casos, un primer nivel es representativo de una microploidia
materna. A menudo, un primer nivel es representativo de una microploidia fetal y una microploidia materna. En algunos
casos, un nivel (por ejemplo, un primer nivel, un nivel observado) es significativamente diferente de un segundo nivel,
el primer nivel puede clasificarse como una variacion en el nimero de copias maternas y/o fetales, el primer nivel es
representativo de una microploidia fetal y/o materna y se una fraccion fetal de acuerdo con la microploidia fetal y/o
materna. En algunos casos, un primer nivel se clasifica como una variaciéon en el niumero de copias maternas y/o
fetales, el primer nivel es representativo de una microploidia fetal y se determina una fraccioén fetal de acuerdo con la
microploidia fetal. En algunos casos, un primer nivel se clasifica como una variacion en el nimero de copias maternas
y/o fetales, el primer nivel es representativo de una microploidia materna y se determina una fraccion fetal de acuerdo
con la microploidia materna. En algunos casos, un primer nivel se clasifica como una variacién en el nimero de copias
maternas y/o fetales, el primer nivel es representativo de una microploidia materna y fetal y se determina una fraccion
fetal de acuerdo con la microploidia materna y fetal.

En algunos casos, una determinacion de una fraccion fetal comprende determinar una microploidia fetal y/o materna.
En algunos casos, un nivel (por ejemplo, un primer nivel, un nivel observado), es significativamente diferente a un
segundo nivel, el primer nivel se clasifica como una variaciéon en el numero de copias maternas y/o fetales, una
microploidia fetal y/o materna se determina de acuerdo con el primer nivel y/o segundo nivel y se determina una
fraccion fetal. En algunos casos, en primer nivel se clasifica como una variacién en el nimero de copias maternas y/o
fetales, una microploidia fetal se determina de acuerdo con el primer nivel y/o segundo nivel y se determina una
fraccion fetal de acuerdo con la microploidia fetal. En ciertos casos, un primer nivel se clasifica como una variacién en
el numero de copias maternas y/o fetales, una microploidia materna se determina de acuerdo con el primer nivel y/o
segundo nivel y se determina una fraccion fetal de acuerdo con la microploidia materna. En algunos casos, un primer
nivel se clasifica como una variacién en el niumero de copias maternas y/o fetales, una microploidia materna y fetal se
determina de acuerdo con el primer nivel y/o segundo nivel y se determina una fraccion fetal de acuerdo con la
microploidia materna y fetal.

Una fraccién fetal a menudo se determina cuando la microploidia de la madre es diferente de (por ejemplo, no es lo
mismo que) la microploidia del feto para un nivel determinado o para un nivel clasificado como una variacion en el
nuamero de copias. En algunos casos, se determina una fraccion fetal cuando la madre es homocigética para una
duplicacion (por ejemplo, una microploidia de 2) y el feto es heterocigotico para la misma duplicacion (por ejemplo,
una microploidia de 1,5). En algunos casos, se determina una fraccién fetal cuando la madre es heterocigética para
una duplicaciéon (por ejemplo, una microploidia de 1,5) y el feto es homocigético para la misma duplicacion (por
ejemplo, una microploidia de 2) o la duplicacion esta ausente en el feto (por ejemplo, una microploidia de 1). En
algunos casos, se determina una fraccion fetal cuando la madre es homocigética para una delecién (por ejemplo, una
microploidia de 0) y el feto es heterocigético para la misma delecién (por ejemplo, una microploidia de 0,5). En algunos
casos, se determina una fraccion fetal cuando la madre es heterocigética para una delecion (por ejemplo, una
microploidia de 0,5) y el feto es homocigotico para la misma delecion (por ejemplo, una microploidia de 0) o la delecion
esta ausente en el feto (por ejemplo, una microploidia de 1).

En ciertos casos, una fraccion fetal a menudo no puede determinarse cuando la microploidia de la madre es igual a
(por ejemplo, identificado como la misma) la microploidia del feto para un nivel determinado identificado como una
variacion en el numero de copias. En algunos casos, por ejemplo, para un nivel dado donde tanto la madre como el
feto portan el mismo niumero de copias de una variacion en el niumero de copias, no se determina una fraccion fetal.
Por ejemplo, una fraccién fetal no se puede determinar para un nivel clasificado como una variaciéon en el nimero de
copias cuando tanto la madre como el feto son homocigéticos para la misma delecién o homocigéticos para la misma
duplicacion. En ciertos casos, una fraccion fetal no puede determinarse para un nivel clasificado como una variacion
en el niumero de copias cuando tanto la madre como el feto son heterocigoéticos para la misma delecion o
heterocigoticos para la misma duplicacion. En los casos en que se realizan determinaciones de fracciones fetales
multiples para una muestra, las determinaciones que se desvian significativamente de un valor medio, mediana o
promedio pueden resultar de una variacién en el numero de copias para la cual la ploidia materna es igual a la ploidia
fetal, y dichas determinaciones se pueden eliminar del estudio.

En algunos casos, la microploidia de una variacién en el niumero de copias maternas y la variaciéon en el numero de
copias fetales se desconoce. En algunos casos, en los casos en que no hay una determinacion de microploidia fetal
y/o materna para una variaciéon en el nimero de copias, se genera una fracciéon fetal y se compara con una
determinacion de fraccion fetal media, mediana o promedio. La determinacion de fraccién fetal para una variacion en
el numero de copias que difiere significativamente de la determinacién de fraccién fetal media, mediana o promedio
se debe, a veces, a que la microploidia de la madre y el feto es la misma para la variacion en el nimero de copias.
Una determinacion de fraccion fetal que difiere significativamente de una determinacion de fraccién fetal media,
mediana o promedio a menudo se excluye de una determinacion de fraccion fetal general independientemente de la
fuente o la causa de la diferencia. En algunos casos, la microploidia de la madre y/o el feto se determina y/o verifica
mediante un método conocido en la técnica (por ejemplo, mediante métodos de secuenciacion dirigida).
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Ploidia fetal

En algunos casos, se usa una determinacion de ploidia fetal, en parte, para determinar la presencia o ausencia de una
variacion genética (por ejemplo, una aneuploidia cromosémica, una trisomia). Se puede determinar una ploidia fetal,
en parte, a partir de una medida de la fraccion fetal determinada por un método adecuado de determinacion de la
fraccion fetal, incluidos los métodos descritos en el presente documento. En algunos casos, la ploidia fetal se determina
de acuerdo con una determinacion de fraccién fetal y la ecuacion (8), (20), (21) o una variacion o derivacion de la
misma (Ejemplo 2). En algunos casos, la ploidia fetal se determina mediante un método descrito a continuacion. En
algunos casos, cada método descrito a continuacidon requiere un recuento de referencia calculado Fi (a veces
representado como fj) determinado para una porcion (es decir, una porcion, i) de un genoma para muestras multiples
donde la ploidia del feto para la porcion i del genoma es euploide. En algunos casos, se determina un valor de
incertidumbre (por ejemplo, una desviacién estandar, o) para el recuento de referencia f. En algunos casos, se usa un
recuento de referencia fi para un valor de incertidumbre, un recuento de muestra de ensayo y/o una fraccion fetal
medida (F) para determinar la ploidia fetal de acuerdo con un método que se describe a continuacién. En algunos
casos, se normaliza un recuento de referencia (por ejemplo, un recuento de referencia promedio, medio o mediana)
mediante un método descrito en el presente documento (por ejemplo, normalizacién por porciones, normalizacion por
contenido de GC, regresion de minimos cuadrados lineal y no lineal, LOESS, LOESS de GC, LOWESS, PERUN, RM,
GCRM y/o combinaciones de las mismas). En algunos casos, un recuento de referencia de un segmento de un genoma
que es euploide es igual a 1 cuando el recuento de referencia se normaliza por PERUN. En algunos casos, tanto el
recuento de referencia (por ejemplo, para un feto que se sabe que es euploide) como los recuentos de una muestra
de ensayo para una porcién o segmento de un genoma se normalizan por PERUN y el recuento de referencia es igual
a 1. Andlogamente, en algunos casos, un recuento de referencia de una porciéon o segmento de un genoma que es
euploide es igual a 1 cuando los recuentos se normalizan (es decir, dividen por) una mediana del recuento de
referencia. Por ejemplo, en algunos casos, tanto el recuento de referencia (por ejemplo, para un feto que es euploide)
como los recuentos de una muestra de ensayo para una porcion o segmento de un genoma se normalizan mediante
un recuento de referencia promedio, el recuento de referencia normalizado es igual a 1 y el recuento de la muestra de
ensayo se normaliza (p. €j., dividido por) el recuento de referencia medio. En algunos casos, tanto el recuento de
referencia (por ejemplo, para un feto que es euploide) como los recuentos de una muestra de ensayo para una porcion
0 segmento de un genoma se normalizan por GCRM, GC, RM o un método adecuado. En algunos casos, un recuento
de referencia es un recuento de referencia promedio, medio o mediana. Un recuento de referencia suele ser un
recuento normalizado de una porcién (por ejemplo, un nivel de seccién gendémica normalizado). En algunos casos, un
recuento de referencia y los recuentos para una muestra de ensayo son recuentos sin procesar. En algunos casos, un
recuento de referencia se determina a partir de un perfil de recuento promedio, medio o mediana. En algunos casos,
un recuento de referencia es un nivel de seccién genémica calculado. En algunos casos, un recuento de referencia de
una muestra de referencia y un recuento de una muestra de ensayo (por ejemplo, una muestra del paciente, por
ejemplo, yi) se normalizan mediante el mismo método o proceso.

En algunos casos, se determina una medida de la fraccion fetal (F). Este valor de la fraccion fetal se usa después para
determinar la ploidia fetal de acuerdo con la ecuacion (8), una derivacion o una variaciéon de la misma. En algunos
casos, se devuelve un valor negativo si el feto es euploide y se devuelve un valor positivo si el feto no es euploide. En
algunos casos, un valor negativo indica que el feto es euploide para el segmento del genoma considerado. En ciertos
casos, un valor que no es negativo indica que el feto comprende una trisomia. En ciertos casos, cualquier valor positivo
indica que el feto comprende una aneuploidia (por ejemplo, una trisomia, una duplicacion).

En algunos casos, se determina una suma de restos al cuadrado. Por ejemplo, una ecuacién que representa la suma
de restos al cuadrado derivados de la ecuacion (8) se ilustra en la ecuacion (18). En algunos casos, se determina una
suma de restos al cuadrado a partir de la ecuacion (8) para un valor de ploidia X establecido en un valor de 1 (véase
la ecuacion (9)) y para un valor de ploidia establecido en un valor de 3/2 (véase la ecuacioén (13)). En algunos casos,
la suma de restos al cuadrado (ecuaciones (9) y (13)) se determina para un segmento de un genoma o cromosoma
(por ejemplo, para todas las porciones de un genoma de referencia i en un segmento del genoma). Por ejemplo, la
suma de restos al cuadrado (por ejemplo, las ecuaciones (9) y (13)) se puede determinar para el cromosoma 21, 13,
18 o una porcidén de los mismos. En algunos casos, para determinar el estado de ploidia de un feto, el resultado de la
ecuacion (13) se resta de la ecuacion (9) para llegar a un valor, phi (por ejemplo, véase la ecuacion (14)). En ciertos
casos, el signo (es decir, positivo o negativo) del valor phi determina la presencia o ausencia de una aneuploidia fetal.
En ciertos casos, un valor de phi (por ejemplo, de la ecuacién (14)) que es negativo indica la ausencia de una
aneuploidia (por ejemplo, el feto es euploide para porciones de un genoma de referencia i) y un valor de phi que no
es negativo indica la presencia de una aneuploidia (por ejemplo, una trisomia).

En algunos casos, el recuento de referencia f, el valor de incertidumbre para el recuento de referencia o y/o la fraccion
fetal medida (F) se usan en las ecuaciones (9) y (13) para determinar la suma de restos al cuadrado de la suma de
todas las porciones de genoma de referencia i. En algunos casos, el recuento de referencia f, el valor de incertidumbre
para el recuento de referencia o y/o la fraccion fetal medida (F) se usan en las ecuaciones (9) y (13) para determinar
la ploidia fetal. En algunos casos, los recuentos (por ejemplo, recuentos normalizados, por ejemplo, nivel de seccidn
gendmica calculada), representados por y; para la porcion i, para una muestra de ensayo se usan para determinar el
estado de ploidia del feto para la porcion i. Por ejemplo, en ciertos casos, el estado de ploidia para un segmento de
un genoma se determina de acuerdo con un recuento de referencia fi, un valor de incertidumbre (por ejemplo, del
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recuento de referencia), una fraccion fetal (F) determinada para una muestra de ensayo y los recuentos yi
determinados para la muestra de ensayo donde el estado de ploidia se determina de acuerdo con la ecuacién (14) o
una derivaciéon o variacion de la misma. En algunos casos, los recuentos y; y/o los recuentos de referencia se
normalizan mediante un método descrito en el presente documento (por ejemplo, normalizaciéon por porciones,
normalizacion por contenido de GC, regresion de minimos cuadrados lineal y no lineal, LOESS, LOESS de GC,
LOWESS, PERUN, RM, GCRM y combinaciones de los mismos). En algunos casos, un estado de ploidia fetal (por
ejemplo, euploide, aneuploide, trisomia) para una porcién o segmento de un genoma o cromosoma se determina
mediante el ejemplo no limitante descrito anteriormente y en la seccién de Ejemplos.

En algunos casos, se determina una fraccion fetal a partir de una muestra de ensayo, se determinan los recuentos y;
para una muestra de ensayo y ambos se usan para determinar una ploidia para un feto de una muestra de ensayo.
En ciertos casos del método descrito en el presente documento, el valor de la ploidia fetal representado por X, no es
fijo o asumido. En ciertos casos del método descrito en el presente documento, la fraccion fetal F de fija. En algunos
casos, se determina una ploidia (por ejemplo, un valor de ploidia) para una porcién o segmento de un genoma de
acuerdo con la ecuacion (20) o (21) (Ejemplo 2). En algunos casos de este método, se determina un valor de ploidia,
donde el valor es cercano a 1, 3/2 o 5/4. En algunos casos, un valor de ploidia de aproximadamente 1 indica un feto
euploide, un valor de aproximadamente 3/2 indica una trisomia fetal y, en el caso de los gemelos, un valor de
aproximadamente 5/4 indica que un feto comprende una trisomia y el otro es euploide para la porciéon o segmento del
genoma considerado. La informacién adicional con respecto a la determinacion de la presencia o ausencia de una
aneuploidia fetal a partir de una determinacién de ploidia fetal se describe en otra seccién a continuacion.

En algunos casos, la fraccion fetal se determina, se fija, a su valor determinado y la ploidia fetal se determina a partir
de una regresion. Se puede utilizar cualquier regresion adecuada, cuyos ejemplos no limitantes incluyen una regresion
lineal, una regresion no lineal (p.ej., una regresion polinomial), y similares. En algunos casos, se usa una regresion
lineal de acuerdo con la ecuacién (8), (20), (21) y/o una derivaciéon o variacion de las mismas. En algunos casos, la
regresion lineal utilizada es de acuerdo con una suma de restos al cuadrado derivados de la ecuacioén (8), (20), (21)
y/o una derivacion o variacion de las mismas. En algunos casos, la ploidia fetal se determina de acuerdo con la
ecuacion (8), (20), (21) y/o una derivacion o variacion de las mismas y no se usa una regresion. En algunos casos, la
ploidia fetal se determina de acuerdo con una suma de restos al cuadrado derivados de la ecuacion (8), (20), (21) y/o
una derivacion o variacion de las misma para multiples porciones de un genoma de referencia i y no se usa una
regresion. Una derivacion de una ecuacion es cualquier variacion de la ecuacion obtenida de una prueba matematica
de una ecuacion.

En algunos casos, se usa un recuento de referencia f; (descrito anteriormente en el presente documento), un valor de
incertidumbre o y/o una fraccién fetal medida (F) en las ecuaciones (20) y (21) para determinar una ploidia fetal. En
algunos casos, se usa un recuento de referencia fi, un valor de incertidumbre o y/o una fraccion fetal medida (F) en
las ecuaciones (20) o (21) para determinar una ploidia X fetal para la porcion i o para una suma de multiples porciones
de un genoma de referencia i (por ejemplo, para la suma de todas las porciones de un genoma de referencia i para un
cromosoma o segmento del mismo). En algunos casos, los recuentos (por ejemplo, recuentos normalizados, nivel de
seccion gendomica calculado), representados por yi para la porcién i, para una muestra de ensayo se usan para
determinar la ploidia de un feto para un segmento de un genoma representado por multiples porciones de un genoma
de referencia i. Por ejemplo, en ciertos casos, la ploidia X para un segmento de un genoma se determina de acuerdo
con un recuento de referencia fi, un valor de incertidumbre, una fraccion fetal (F) determinada para una muestra de
ensayo y los recuentos yi determinados para la muestra de ensayo donde se determina la ploidia de acuerdo con la
ecuacion (20), (21) o una derivacién o variacion de las mismas. En algunos casos, los recuentos y; y/o los recuentos
de referencia se normalizan mediante un método descrito en el presente documento (por ejemplo, normalizacién por
porciones, normalizacion por contenido de GC, regresion de minimos cuadrados lineal y no lineal, LOESS, LOESS de
GC, LOWESS, PERUN, RM, GCRM y combinaciones de los mismos). En algunos casos, los recuentos y; y/o los
recuentos de referencia se normalizan y/o procesan mediante el mismo método (por ejemplo, normalizacion por
porciones, normalizacion por contenido de GC, regresion de minimos cuadrados lineal y no lineal, LOESS, LOESS de
GC, LOWESS, PERUN, RM, GCRM, un método descrito en el presente documento o combinaciones de los mismos).
En algunos casos, los recuentos yi y fi son recuentos mapeados en la misma porciéon o segmento de un genoma o
cromosoma.

El valor de incertidumbre o puede ser una medida adecuada de error, cuyos ejemplos no limitantes incluyen desviacion
estandar, error estandar, varianza calculada, valor de p o desviacion media absoluta (MAD). Puede determinarse el
valor de incertidumbre o para cualquier medicion adecuada, cuyos ejemplos no limitantes incluyen puntuaciones Z,
valores de Z, valores de t, valores de p, error de validacion cruzada, nivel de seccién gendmica, niveles de seccion
gendmica calculados, niveles, recuentos, similares, o combinaciones de los mismos.

En algunos casos, o se establece a un valor de 1. En algunos casos, 0 no se establece a un valor de 1. En algunos
casos, el valor de o se estima y algunas veces se mide y/o calcula.

En algunos casos, M; es la ploidia de la madre (es decir, ploidia materna) para una porcion del genoma i. En algunos

casos, se determina M; para el mismo paciente (por ejemplo, la misma muestra de ensayo) a partir de la que se
determina yi. En algunos casos, la ploidia materna M; se conoce o determina de acuerdo con un método descrito en
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el presente documento. En algunos casos, la ploidia materna se determina antes o después del padding (por ejemplo,
después de realizar ajustes de nivel). En algunos casos, M; se estima o determina por la visualizacion de un perfil. En
algunos casos, la ploidia materna M; no se conoce. En algunos casos, la ploidia materna M; se asume. Por ejemplo,
en algunos casos, se asume o se sabe que la madre no tiene deleciones y/o duplicaciones en el segmento del genoma
que se esta evaluando. En algunos casos, se asume o se sabe que la ploidia materna es 1. En algunos casos, la
ploidia materna se establece en un valor de 1 después del padding (por ejemplo, después de realizar ajustes de nivel).
En algunos casos, la ploidia materna se ignora y se establece en un valor de 1. En algunos casos, la ecuacion (21)
deriva de la ecuacién (20) con la suposicion de que la madre no tiene deleciones ni duplicaciones en el segmento del
genoma que se esta evaluando.

En algunos casos, un método para determinar la ploidia fetal es de acuerdo con las lecturas de secuencias de acidos
nucleicos para una muestra de ensayo obtenida de una gestante. En algunos casos, las lecturas de secuencia son
lecturas de acido nucleico circulante libre de células de una muestra (por ejemplo, una muestra de ensayo). En algunos
casos, un método para determinar la ploidia fetal comprende obtener recuentos de lecturas de secuencia mapeadas
en porciones de un genoma de referencia. En algunos casos, las lecturas de secuencia se mapean a un subconjunto
de porciones del genoma de referencia. En algunos casos, determinar la ploidia fetal comprende determinar una
fraccion fetal. En algunos casos, determinar la ploidia fetal comprende calcular o determinar los niveles de seccion
gendmica. En algunos casos, determinar la ploidia fetal comprende determinar una fraccién fetal y calcular o
determinar los niveles de seccién gendémica. En algunos casos, la fraccion fetal y los niveles de seccién gendémica
calculados se determinan a partir de la misma muestra de ensayo (por ejemplo, la misma parte de la muestra de
ensayo). En algunos casos, la fraccién fetal y los niveles de secciéon gendémica calculados se determinan a partir de
las mismas lecturas obtenidas de la misma muestra de ensayo (por ejemplo, la misma parte de la muestra de ensayo).
En algunos casos, la fraccion fetal y los niveles de seccidn genémica calculados se determinan a partir de las mismas
lecturas obtenidas de la misma ejecucion de secuenciacion y/o de la misma celda de flujo. En algunos casos, la
fraccion fetal y los niveles de seccion gendmica calculados se determinan a partir del mismo equipo y/o maquina (por
ejemplo, maquina de secuenciacion, celda de flujo o similares).

En algunos casos, se determina un método para determinar la ploidia fetal de acuerdo con una determinacion de la
fraccion fetal y recuentos normalizados (por ejemplo, niveles de seccion gendémica calculados) donde la determinacion
de la fraccion fetal y los recuentos normalizados (por ejemplo, niveles de seccién gendmica calculados) se determinan
a partir de diferentes partes de una muestra de ensayo (por ejemplo, diferentes alicuotas o, por ejemplo, diferentes
muestras de ensayo tomadas aproximadamente al mismo tiempo del mismo sujeto o paciente). Por ejemplo, a veces
se determina una fraccion fetal a partir de una primera parte de una muestra de ensayo y los recuentos normalizados
y/o los niveles de seccidn gendmica se determinan a partir de una segunda parte de la muestra de ensayo. En algunos
casos, la fraccion fetal y los niveles de seccidon gendmica calculados se determinan a partir de diferentes muestras de
ensayo (por ejemplo, diferentes partes de una muestra de ensayo) tomadas del mismo sujeto (por ejemplo, paciente).
En algunos casos, la fraccion fetal y los niveles de seccion gendmica calculados se determinan a partir de lecturas
obtenidas en diferentes momentos. En algunos casos, la determinacion de la fraccion fetal y los recuentos
normalizados (por ejemplo, los niveles de seccion gendmica calculados) se determinan a partir de diferentes equipos
y/o de diferentes maquinas (por ejemplo, maquina de secuenciacion, celda de flujo o similares).

Resultado

Los métodos descritos en el presente documento pueden proporcionar una determinacion de la presencia o ausencia
de una variaciéon genética (por ejemplo, aneuploidia fetal) para una muestra, proporcionando, de este modo, un
resultado (por ejemplo, proporcionando, de este modo, un resultado determinante de la presencia o ausencia de una
variacion genética (por ejemplo, aneuploidia fetal)). Una variaciéon genética, con frecuencia, incluye una ganancia, una
pérdida y/o alteracién (por ejemplo, duplicacién, delecion, fusion, insercion, mutacion, reorganizacion, sustitucion o
metilacion aberrante) de informacion genética (por ejemplo, cromosomas, segmentos de cromosomas, regiones
polimorficas, regiones traslocadas, secuencia de nucleétidos alterada, similares o0 combinaciones de los anteriores)
que dan como resultado un cambio detectable en el genoma o informacion genética de un sujeto de ensayo con
respecto a una referencia. La presencia o ausencia de una variacién genética se puede determinar mediante
transformacion, analisis y/o manipulacion de lecturas de secuencias que se han mapeado en porciones (por ejemplo,
recuentos, recuentos de porciones genémicas de un genoma de referencia). En algunos casos, determinar un
resultado comprende analizar el acido nucleico de una gestante. En ciertos casos, un resultado se determina de
acuerdo con los recuentos (por ejemplo, recuentos normalizados) obtenidos de una gestante, donde los recuentos son
del &cido nucleico obtenido de la gestante.

Los métodos descritos en el presente documento a veces determinan la presencia o ausencia de una aneuploidia fetal
(por ejemplo, aneuploidia cromosémica completa, aneuploidia cromosémica parcial o aberracién cromosomica
segmentaria (por ejemplo, mosaicismo, delecion y/o insercién)) para una muestra de ensayo de una gestante con un
feto. En ciertos casos, los métodos descritos en el presente documento detectan euploidia o falta de euploidia (no
euploidia) para una muestra de una gestante con un feto. En ciertos casos, los métodos descritos en el presente
documento detectan trisomia para uno o mas cromosomas (por ejemplo, cromosoma 13, cromosoma 18, cromosoma
21 0 una combinacion de los mismos) o un segmento de los mismos.
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En algunos casos, la presencia o ausencia de una variacion genética (por ejemplo, una aneuploidia fetal) se determina
mediante un método descrito en el presente documento, mediante un método conocido en la técnica o una
combinacién de los mismos. La presencia o ausencia de una variacion genética generalmente se determina a partir
de los recuentos de lecturas de secuencia mapeadas en porciones de un genoma de referencia. Los recuentos de
lecturas de secuencia utilizados para determinar la presencia o ausencia de una variacién genética a veces son
recuentos sin procesar y/o recuentos filtrados, y con frecuencia son recuentos normalizados. Se puede usar un proceso
0 procesos de normalizacion adecuados para generar recuentos normalizados, cuyos ejemplos no limitantes incluyen
normalizacion por porciones, normalizacién por contenido de GC, regresion de minimos cuadrados lineal y no lineal,
LOESS, LOESS de GC, LOWESS, PERUN, RM, GCRM y combinaciones de los mismos. Los recuentos normalizados
a veces se expresan como uno o mas niveles o niveles en un perfil para un conjunto o conjuntos particulares de
porciones. En ocasiones, los recuentos normalizados se ajustan o rellenan antes de determinar la presencia o ausencia
de una variacién genética.

En algunos casos, un resultado se determina de acuerdo con uno o mas niveles. En algunos casos, una determinacion
de la presencia o ausencia de una variacion genética (por ejemplo, una aneuploidia cromosoémica) se determina de
acuerdo con uno o mas niveles ajustados. En algunos casos, una determinacion de la presencia o ausencia de una
variacion genética (por ejemplo, una aneuploidia cromosémica) se determina de acuerdo con un perfil que comprende
de 1 a aproximadamente 10.000 niveles ajustados. Con frecuencia, una determinacion de la presencia o ausencia de
una variacion genética (por ejemplo, una aneuploidia cromosémica) se determina de acuerdo con un perfil que
comprende de aproximadamente 1 a aproximadamente 1000, de 1 a aproximadamente 900, de 1 a aproximadamente
800, de 1 a aproximadamente de 700, de 1 a aproximadamente 600, 1 a aproximadamente 500, 1 a aproximadamente
400, 1 a aproximadamente 300, 1 a aproximadamente 200, 1 a aproximadamente 100, 1 a aproximadamente 50, 1 a
aproximadamente 25, 1 a aproximadamente 20, 1 a aproximadamente 15, 1 a aproximadamente alrededor de 10, 0 1
a alrededor de 5 ajustes. En algunos casos, una determinacion de la presencia o ausencia de una variacion genética
(por ejemplo, una aneuploidia cromosémica) se determina de acuerdo con un perfil que comprende aproximadamente
1 ajuste (por ejemplo un nivel ajustado). En algunos casos, un resultado se determina de acuerdo con uno o mas
perfiles (por ejemplo, un perfil de un cromosoma o segmento del mismo) que comprende uno o mas, 2 o mas, 3 o mas,
5 0mas, 6 o mas, 70 mas, 8 o mas, 9 o mas o a veces 10 o mas ajustes. En algunos casos, una determinacion de la
presencia o ausencia de una variacion genética (por ejemplo, una aneuploidia cromosémica) se determina de acuerdo
con un perfil donde algunos niveles en un perfil no estan ajustados. En algunos casos, una determinacion de la
presencia o ausencia de una variacion genética (por ejemplo, una aneuploidia cromosémica) se determina de acuerdo
con un perfil donde no se han realizado ajustes.

En algunos casos, un ajuste de un nivel (por ejemplo, un primer nivel) en un perfil reduce una determinacién falsa o
un resultado falso. En algunos casos, un ajuste de un nivel (por ejemplo, un primer nivel) en un perfil reduce la
frecuencia y/o probabilidad (por ejemplo, probabilidad estadistica, posibilidad) de una determinacion falsa o resultado
falso. Una determinacion falsa o un resultado falso puede ser una determinacién o un resultado que no son exactos.
Una determinacién falsa o resultado falso puede ser una determinacién o resultado que no refleje la composicion
genética real o verdadera o la disposicion genética real o verdadera (por ejemplo, la presencia o ausencia de una
variacion genética) de un sujeto (por ejemplo, una gestante, un feto y/o una combinacién de ambos). En algunos
casos, una determinacion falsa o resultado falso es una determinacion falsa negativa. En algunos casos, una
determinacién negativa o un resultado negativo es la ausencia de una variacion genética (por ejemplo, aneuploidia,
variacion en el niumero de copias). En algunos casos, una determinaciéon falsa o un resultado falso es una
determinacion de positivos falsos o un resultado positivo falso. En algunos casos, una determinacion positiva o un
resultado positivo es la presencia de una variacién genética (por ejemplo, aneuploidia, variacion en el numero de
copias). En algunos casos, se utiliza una determinacién o resultado en un diagnéstico. En algunos casos, una
determinacion o resultado es para un feto.

La presencia o0 ausencia de una variacion genética (por ejemplo, aneuploidia fetal) a veces se determina sin comparar
los recuentos de un conjunto de porciones con una referencia. Los recuentos medidos para una muestra de ensayo y
que estan en una region de ensayo (por ejemplo, un conjunto de porciones de interés) se denominan "recuentos de
ensayo" en el presente documento. Los recuentos de ensayo a veces son recuentos procesados, recuentos
promediados o0 sumados, una representacion, recuentos normalizados o uno o0 mas niveles o niveles como se describe
en el presente documento. En ciertos casos, los recuentos de ensayo se promedian o suman (por ejemplo, se calcula
un promedio, media, mediana, modo o suma) para un conjunto de porciones, y los recuentos promediados o sumados
se comparan con un umbral o intervalo. Los recuentos de ensayo a veces se expresan como una representacion, que
se puede expresar como una proporcion o porcentaje de recuentos para un primer conjunto de porciones a recuentos
para un segundo conjunto de porciones. En ciertos casos, un primer conjunto de porciones es para uno 0 mas
cromosomas de ensayo (por ejemplo, cromosoma 13, cromosoma 18, cromosoma 21 o una combinacién de los
mismos) y, a veces, un segundo conjunto de porciones es para un genoma o una parte de un genoma (por ejemplo,
autosomas o autosomas y cromosomas sexuales). En algunos casos, un primer conjunto de porciones es para uno o
mas cromosomas sexuales (por ejemplo, cromosoma X, cromosoma Y o una combinacién de los mismos) y, a veces,
un segundo conjunto de porciones es para uno o mas autosomas. En algunos casos, un primer conjunto de porciones
es para una 0 mas primeras regiones de un cromosoma de ensayo (por ejemplo, cromosoma X, cromosoma Y, o una
combinacién de los mismos) y, a veces, un segundo conjunto de porciones es para una o mas segundas regiones de
un cromosoma de ensayo (por ejemplo, cromosoma X, cromosoma Y, o una combinaciéon de los mismos) o el

67



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2772029 T3

cromosoma de ensayo completo. En ciertos casos, una representacion se compara con un umbral o intervalo. En
ciertos casos, los recuentos de ensayo se expresan como uno o mas niveles o niveles para recuentos normalizados
sobre un conjunto de porciones, y el uno 0 mas niveles o niveles se comparan con un umbral o intervalo. Los recuentos
de ensayo (por ejemplo, recuentos promediados o sumados, representacion, recuentos normalizados, uno o mas
niveles o niveles) por encima o por debajo de un umbral particular, en un intervalo particular o fuera de un intervalo
particular a veces son determinantes de la presencia de una variacion genética o falta de euploidia (por ejemplo, no
euploidia). Los recuentos de ensayo (por ejemplo, recuentos promediados o sumados, representacion, recuentos
normalizados, uno o mas niveles o niveles) por debajo o por encima de un umbral particular, en un intervalo particular
o fuera de un intervalo particular a veces son determinantes de la ausencia de una variaciéon genética o euploidia.

La presencia o ausencia de una variacion genética (por ejemplo, aneuploidia fetal) a veces se determina mediante
comparacién de recuentos, cuyos ejemplos no limitantes incluyen recuentos de ensayo, recuentos de referencia,
recuentos sin procesar, recuentos filtrados, recuentos promediados o sumados, representaciones (por ejemplo,
representaciones cromosomicas), recuentos normalizados, uno o mas niveles (por ejemplo, para un conjunto de
porciones, por ejemplo, nivel de seccion genodmica, perfiles), puntuaciones Z, similares o combinaciones de los
mismos. En algunos casos, los recuentos de ensayo se comparan con una referencia (por ejemplo, recuentos de
referencia). Una referencia (por ejemplo, un recuento de referencia) puede ser una determinaciéon adecuada de
recuentos, cuyos ejemplos no limitantes incluyen recuentos sin procesar, recuentos filtrados, recuentos promediados
o sumados, representaciones (por ejemplo, representaciones cromosoémicas), recuentos normalizados, uno o mas
niveles (por ejemplo, para un conjunto de porciones, por ejemplo, nivel de seccién gendmica, perfiles), puntuaciones
Z, similares o combinaciones de los mismos. Con frecuencia, los recuentos de referencia son recuentos para una
regiéon de ensayo euploide o de un segmento de un genoma o cromosoma que es euploide. En algunos casos, los
recuentos de referencia y los recuentos de ensayo se obtienen de la misma muestra y/o del mismo sujeto. En algunos
casos, los recuentos de referencia son de diferentes muestras y/o de diferentes sujetos. En algunos casos, los
recuentos de referencia se determinan y/o comparan con un segmento correspondiente del genoma del que derivan
y/o determinan los recuentos de ensayo. Un segmento correspondiente se refiere a un segmento, porciéon o conjunto
de porciones que mapean a la misma ubicacién de un genoma de referencia. En algunos casos, los recuentos de
referencia se determinan y/o comparan con un segmento diferente del genoma del que derivan y/o determinan los
recuentos de ensayo.

En ciertos casos, los recuentos de ensayo a veces son para un primer conjunto de porciones y una referencia incluye
recuentos para un segundo conjunto de porciones diferente al primer conjunto de porciones. Los recuentos de
referencia a veces son para una muestra de acido nucleico de la misma gestante de la que se obtiene la muestra de
ensayo. En ciertos casos, los recuentos de referencia son para una muestra de acido nucleico de una o mas gestantes
diferentes de la hembra de la que se obtuvo la muestra de ensayo. En algunos casos, un primer conjunto de porciones
esta en el cromosoma 13, cromosoma 18, cromosoma 21, un segmento de los mismos o una combinacién de los
anteriores, y el segundo conjunto de porciones esta en otro cromosoma o cromosomas o un segmento de los mismos.
En un ejemplo no limitante, donde un primer conjunto de porciones esta en el cromosoma 21 o un segmento del
mismo, con frecuencia, un segundo conjunto de porciones esta en otro cromosoma (por ejemplo, cromosoma 1,
cromosoma 13, cromosoma 14, cromosoma 18, cromosoma 19, segmento de los mismos o combinaciones de los
anteriores). Con frecuencia, una referencia se encuentra en un cromosoma o segmento del mismo que es tipicamente
euploide. Por ejemplo, el cromosoma 1 y el cromosoma 19, con frecuencia, son euploides en los fetos debido a una
alta tasa de mortalidad fetal temprana asociada con las aneuploidias del cromosoma 1y del cromosoma 19. Se puede
generar una medida de desviacion entre los recuentos de ensayo y los recuentos de referencia.

En ciertos casos, una referencia comprende recuentos para el mismo conjunto de porciones que para los recuentos
de ensayo, donde los recuentos para la referencia son de una o mas muestras de referencia (por ejemplo, con
frecuencia, multiples muestras de referencia de multiples sujetos de referencia). Con frecuencia, una muestra de
referencia procede de una o mas gestantes diferentes de una hembra de la que se obtiene una muestra de ensayo.
Se puede generar una medida de desviacion (por ejemplo, una medida de incertidumbre, un valor de incertidumbre)
entre los recuentos de ensayo y los recuentos de referencia. En algunos casos, se determina una medida de desviacion
a partir de los recuentos de ensayo. En algunos casos, se determina una medida de desviacion a partir de los recuentos
de referencia. En algunos casos, se determina una medida de desviacion a partir de un perfil completo o un
subconjunto de porciones dentro de un perfil.

Se puede seleccionar una medida de desviacion adecuada, cuyos ejemplos no limitantes incluyen desviacion estandar,
desviacion absoluta promedio, desviacion absoluta media, desviacion absoluta maxima, puntuacién estandar (por
ejemplo, valor de Z, puntuacion z, puntuaciéon normal, variable estandarizada) y similares. En algunos casos, las
muestras de referencia son euploides para una regidon de ensayo y se evalla la desviacion entre los recuentos de
ensayo y los recuentos de referencia. En algunos casos, una determinacién de la presencia o ausencia de una
variacion genética es de acuerdo con el niumero de desviaciones (por ejemplo, medidas de desviaciones, MAD) entre
los recuentos de ensayo y los recuentos de referencia para un segmento o porciéon de un genoma o cromosoma. En
algunos casos, la presencia de una variacion genética se determina cuando el nimero de desviaciones entre los
recuentos de ensayo y los recuentos de referencia es mayor que aproximadamente 1, mayor que aproximadamente
1,5, mayor que aproximadamente 2, mayor que aproximadamente 2,5, mayor que aproximadamente 2,6, mayor que
aproximadamente 2,7, mayor que aproximadamente 2,8, mayor que aproximadamente 2,9, mayor que
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aproximadamente 3, mayor que aproximadamente 3,1, mayor que aproximadamente 3,2, mayor que
aproximadamente 3,3, mayor que aproximadamente 3,4, mayor que aproximadamente 3,5, mayor que
aproximadamente 4, mayor que aproximadamente 5, o mayor que aproximadamente 6. Por ejemplo, a veces, un
recuento de ensayo difiere de un recuento de referencia en mas de 3 medidas de desviacion (por ejemplo, 3 sigma, 3
MAD) y se determina la presencia de una variacion genética. En algunos casos, un recuento de ensayo obtenido de
una gestante es mayor que un recuento de referencia por mas de 3 medidas de desviacién (por ejemplo, 3 sigma, 3
MAD) y se determina la presencia de una aneuploidia cromosémica fetal (por ejemplo, una trisomia fetal). Una
desviacion de mas de tres entre los recuentos de ensayo y los recuentos de referencia, con frecuencia, es indicativa
de una regién de ensayo no euploide (por ejemplo, la presencia de una variaciéon genética). Los recuentos de ensayo
significativamente por encima de los recuentos de referencia, cuyos recuentos de referencia son indicativos de
euploidia, a veces son determinantes de una trisomia. En algunos casos, un recuento de ensayo obtenido de una
gestante es menor que un recuento de referencia por mas de 3 medidas de desviacion (por ejemplo, 3 sigma, 3 MAD)
y se determina la presencia de una aneuploidia cromosdmica fetal (por ejemplo, una monosomia fetal). Los recuentos
de ensayo significativamente por debajo de los recuentos de referencia, cuyos recuentos de referencia son indicativos
de euploidia, a veces son determinantes de una monosomia.

En algunos casos, la ausencia de una variacion genética se determina cuando el nUmero de desviaciones entre los
recuentos de ensayo y los recuentos de referencia es menor que aproximadamente 3,5, menor que aproximadamente
3,4, menor que aproximadamente 3,3, menor que aproximadamente 3,2, menor que aproximadamente 3,1, menor que
aproximadamente 3,0, menor que aproximadamente 2,9, menor que aproximadamente 2,8, menor que
aproximadamente 2,7, menor que aproximadamente 2,6, menor que aproximadamente 2,5, menor que
aproximadamente 2,0, menor que aproximadamente 1,5 o menor que aproximadamente 1,0. Por ejemplo, a veces, un
recuento de ensayo difiere de un recuento de referencia en menos de 3 medidas de desviacion (por ejemplo, 3 sigma,
3 MAD) y se determina la ausencia de una variacion genética. En algunos casos, un recuento de ensayo obtenido de
una gestante difiere de recuento de referencia por menos de 3 medidas de desviacién (por ejemplo, 3 sigma, 3 MAD)
y se determina la ausencia de una aneuploidia cromosémica fetal (por ejemplo, una euploidia fetal). En algunos casos,
por ejemplo, la desviacion de menos de tres entre los recuentos de ensayo y los recuentos de referencia (por ejemplo,
3-sigma para la desviacion estandar) con frecuencia, puede ser indicativa de una regién de ensayo euploide (por
ejemplo, ausencia de una variacion genética). Se puede representar graficamente y visualizar una medida de la
desviacion entre los recuentos de ensayo para una muestra de ensayo y los recuentos de referencia para uno o mas
sujetos de referencia (por ejemplo, representacion grafica de puntuacion z).

Cualquier otra referencia adecuada puede factorizarse con los recuentos de ensayo para determinar la presencia o
ausencia de una variacion genética (o determinacion de euploide o no euploide) para una region de ensayo de una
muestra de ensayo. Por ejemplo, se puede factorizar una determinacion de la fraccién fetal con los recuentos de
ensayo para determinar la presencia o ausencia de una variacion genética. Se puede utilizar un proceso adecuado
para cuantificar la fraccién fetal, cuyos ejemplos no limitantes incluyen un proceso de espectrometria de masas,
proceso de secuenciacién o combinacion de los mismos.

En algunos casos, la presencia o ausencia de una aneuploidia cromosémica fetal (por ejemplo, una trisomia), se
determina, en parte, a partir de una determinacion de ploidia fetal. En algunos casos, se determina una ploidia fetal
mediante un método descrito en el presente documento. En algunos casos determinados, una determinacion de ploidia
fetal de aproximadamente 1,20 o mayor, 1,25 o mayor, 1,30 o mayor, aproximadamente 1,35 o mayor,
aproximadamente 1,4 o mayor, o aproximadamente 1,45 o mayor indica la presencia de una aneuploidia cromosomica
fetal (por ejemplo, la presencia de una trisomia fetal). En algunos casos, una determinacién de ploidia fetal de
aproximadamente 1,20 a aproximadamente 2,0, aproximadamente 1,20 a aproximadamente 1,9, aproximadamente
1,20 a aproximadamente 1,85, aproximadamente 1,20 a aproximadamente 1,8, aproximadamente 1,25 a
aproximadamente 2,0, aproximadamente 1,25 a aproximadamente 1,9, aproximadamente 1,25 a aproximadamente
1,85, aproximadamente 1,25 a aproximadamente 1,8, aproximadamente 1,3 a aproximadamente 2,0,
aproximadamente 1,3 a aproximadamente 1,9, aproximadamente 1,3 a aproximadamente 1,85, aproximadamente 1,3
a aproximadamente 1,8, aproximadamente 1,35 a aproximadamente 2,0, aproximadamente 1,35 a aproximadamente
1,9, aproximadamente 1,35 a aproximadamente 1,8, aproximadamente 1,4 a aproximadamente 2,0, aproximadamente
1,4 a aproximadamente 1,85 o aproximadamente 1,4 a aproximadamente 1,8 indica la presencia de una aneuploidia
cromosoémica fetal (por ejemplo, la presencia de una trisomia fetal). En algunos casos, la aneuploidia fetal es una
trisomia. En algunos casos, la aneuploidia fetal es una trisomia del cromosoma 13, 18 y/o 21.

En algunos casos, una ploidia fetal menor que aproximadamente 1,35, menor que aproximadamente 1,30, menor que
aproximadamente 1,25, menor que aproximadamente 1,20 o menor que aproximadamente 1,15 indica la ausencia de
una aneuploidia fetal (por ejemplo, la ausencia de una trisomia fetal, por ejemplo, euploide). En algunos casos, una
determinacién de ploidia fetal de aproximadamente 0,7 a aproximadamente 1,35, aproximadamente 0,7 a
aproximadamente 1,30, aproximadamente 0,7 a aproximadamente 1,25, aproximadamente 0,7 a aproximadamente
1,20, aproximadamente 0,7 a aproximadamente 1,15, aproximadamente 0,75 a aproximadamente 1,35,
aproximadamente 0,75 a aproximadamente 1,30, aproximadamente 0,75 a aproximadamente 1,25, aproximadamente
0,75 a aproximadamente 1,20, aproximadamente 0,75 a aproximadamente 1,15, aproximadamente 0,8 a
aproximadamente 1,35, aproximadamente 0,8 a aproximadamente 1,30, aproximadamente 0,8 a aproximadamente
1,25, aproximadamente 0,8 a aproximadamente 1,20 o aproximadamente 0,8 a aproximadamente 1,15 indica la

69



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2772029 T3

ausencia de una aneuploidia cromosomica fetal (por ejemplo, la ausencia de una trisomia fetal, por ejemplo, euploide).

En algunos casos, una ploidia fetal menor que aproximadamente 0,8, menor que aproximadamente 0,75, menor que
aproximadamente 0,70 o menor que aproximadamente 0,6 indica la presencia de una aneuploidia fetal (por ejemplo,
la presencia de una delecion cromosémica). En algunos casos, una determinacién de ploidia fetal de aproximadamente
0 a aproximadamente 0,8, aproximadamente 0 a aproximadamente 0,75, aproximadamente 0 a aproximadamente
0,70, aproximadamente 0 a aproximadamente 0,65, aproximadamente 0 a aproximadamente 0,60, aproximadamente
0,1 a aproximadamente 0,8, aproximadamente 0,1 a aproximadamente 0,75, aproximadamente 0,1 a
aproximadamente 0,70, aproximadamente 0,1 a aproximadamente 0,65, aproximadamente 0,1 a aproximadamente
0,60, aproximadamente 0,2 a aproximadamente 0,8, aproximadamente 0,2 a aproximadamente 0,75,
aproximadamente 0,2 a aproximadamente 0,70, aproximadamente 0,2 a aproximadamente 0,65, aproximadamente
0,2 a aproximadamente 0,60, aproximadamente 0,25 a aproximadamente 0,8, aproximadamente 0,25 a
aproximadamente 0,75, aproximadamente 0,25 a aproximadamente 0,70, aproximadamente 0,25 a aproximadamente
0,65, aproximadamente 0,25 a aproximadamente 0,60, aproximadamente 0,3 a aproximadamente 0,8,
aproximadamente 0,3 a aproximadamente 0,75, aproximadamente 0,3 a aproximadamente 0,70, aproximadamente
0,3 a aproximadamente 0,65, aproximadamente 0,3 a aproximadamente 0,60 indica la presencia de una aneuploidia
cromosomica fetal (por ejemplo, la presencia de una delecién cromosémica). En algunos casos, la aneuploidia fetal
determinada es una delecion de cromosoma completo.

En algunos casos, una determinacion de la presencia o ausencia de una aneuploidia fetal (por ejemplo, de acuerdo
con uno o mas de los intervalos de una determinacion de ploidia anterior) se determina de acuerdo con una zona de
identificacion. En ciertos casos, se realiza una identificacion (por ejemplo, una identificacion que determine la presencia
0 ausencia de una variacién genética, por ejemplo, un resultado) cuando un valor (por ejemplo, un valor de ploidia, un
valor de fraccién fetal, un nivel de incertidumbre) o una coleccion de valores se encuentra dentro de un intervalo
predefinido (por ejemplo, una zona, una zona de identificacién). En algunos casos, una zona de identificacion se define
de acuerdo con una coleccion de valores que se obtienen de la misma muestra de paciente. En ciertos casos, se
define una zona de identificacién de acuerdo con una coleccién de valores que derivan del mismo cromosoma o
segmento del mismo. En algunos casos, una zona de identificacion basada en una determinacién de ploidia se define
segun un nivel de confianza (por ejemplo, un alto nivel de confianza, por ejemplo, un bajo nivel de incertidumbre) y/o
una fraccion fetal. En algunos casos, se define una zona de identificacion de acuerdo con una determinacion de ploidia
y una fraccién fetal de aproximadamente 2,0% o mayor, aproximadamente 2,5% o mayor, aproximadamente 3 % o
mayor, aproximadamente 3,25 % o mayor, aproximadamente 3,5 % o mayor, aproximadamente 3,75 % o mayor o
aproximadamente 4,0 % o mayor. Por ejemplo, en algunos casos, se realiza una identificacion de que un feto
comprende una trisomia 21 basandose en una determinacion de ploidia mayor que 1,25 con una determinacion de la
fraccion fetal de 2% o mayor 0 4% o mayor para una muestra obtenida de una gestante con un feto. En ciertos casos,
por ejemplo, se realiza una identificacion de que un feto es euploide basandose en una determinacion de ploidia menor
que 1,25 con una determinacién de la fraccién fetal de 2% o mayor 0 4% o mayor para una muestra obtenida de una
gestante con un feto. En algunos casos, se define una zona de identificacién por un nivel de confianza de
aproximadamente 99% o mayor, aproximadamente 99,1 % o mayor, aproximadamente 99,2 % o mayor,
aproximadamente 99,3 % o mayor, aproximadamente 99,4 % o mayor, aproximadamente 99,5 % o mayor,
aproximadamente 99,6 % o mayor, aproximadamente 99,7 % o mayor, aproximadamente 99,8 % o mayor o
aproximadamente 99,9 % o mayor. En algunos casos, se realiza una identificacion sin usar una zona de identificacion.
En algunos casos, se realiza una identificacion utilizando una zona de identificacién y datos o informacion adicionales.
En algunos casos, se realiza una identificacion basandose en un valor de ploidia sin el uso de una zona de
identificacion. En algunos casos, se realiza una identificaciéon sin calcular un valor de ploidia. En algunos casos, se
realiza una identificacion basandose en la inspeccion visual de un perfil (por ejemplo, inspeccion visual de los niveles
de seccién gendmica). Se puede realizar una identificacion por cualquier método adecuado basandose en la totalidad,
0 en parte, sobre determinaciones, valores y/o datos obtenidos por los métodos descritos en el presente documento,
cuyos ejemplos no limitantes incluyen una determinacion de ploidia fetal, una determinacion de fraccion fetal, ploidia
materna, determinaciones de incertidumbre y/o confianza, niveles de porcién, niveles, perfiles, puntuaciones Z,
representaciones cromosoémicas esperadas, representaciones cromosomicas medidas, recuentos (por ejemplo,
recuentos normalizados, recuentos sin procesar), variaciones en el nimero de copias fetales o maternas (por ejemplo,
variaciones en el niumero de copias clasificadas), niveles significativamente diferentes, niveles ajustados (por ejemplo,
padding), similares o combinaciones de los mismos.

En algunos casos, una zona de no identificacion es donde no se realiza una identificacion. En algunos casos, una
zona de no identificacion se define por un valor o coleccién de valores que indican baja precision, alto riesgo, alto
error, bajo nivel de confianza, alto nivel de incertidumbre, similares o una combinacion de los mismos. En algunos
casos, una zona de no identificacion se define, en parte, por una fraccion fetal de aproximadamente un 5% o menor,
aproximadamente un 4% o menor, aproximadamente un 3% o menor, aproximadamente un 2,5% o menor,
aproximadamente un 2,0% o menor, aproximadamente un 1,5% o menor o aproximadamente un 1,0% o menor.

En algunos casos, se realiza un método para determinar la presencia o ausencia de una variaciéon genética (por
ejemplo, aneuploidia fetal) con una precision de al menos aproximadamente el 90% a aproximadamente el 100%. Por
ejemplo, se puede determinar la presencia o ausencia de una variacion genética con una precision de al menos
aproximadamente el 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,1%, 99,2%, 99,3%, 99,4%, 99,5%, 99,6%,
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99,7%, 99,8% 0 99,9%. En algunos casos, se determina la presencia o ausencia de una variacién genética con una
precision que es aproximadamente igual o mayor que la precision utilizando otros métodos de determinacion de
variacion genética (por ejemplo, andlisis de cariotipo). En algunos casos, se determina la presencia o ausencia de una
variacion genética con una precision que tenga un intervalo de confianza (IC) de aproximadamente el 80% a
aproximadamente el 100%. Por ejemplo, el intervalo de confianza (IC) puede ser de aproximadamente el 81%, 82%,
83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 9