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DESCRIPCION
Procedimientos para pruebas prenatales no invasivas de paternidad

[0001] La presente descripcién se refiere generalmente a métodos para pruebas prenatales no invasivas de
paternidad.

ANTECEDENTES

[0002] El parentesco poco claro es un problema significativo, y las estimaciones oscilan entre 4% y 10% de los nifios
que creen que su padre bioldgico es un hombre que no es su padre biolégico real. En los casos en que una mujer esta
embarazada, pero las personas relevantes no estan seguras de quién es el padre bioldgico, existen varias opciones
para determinar el padre bioldgico correcto del feto. Un método es esperar hasta el nacimiento y realizar huellas
genéticas en el niflo y comparar la huella genética del genoma del nifio con la de los padres sospechosos. Sin
embargo, la madre a menudo desea conocer la identidad del padre biol6gico de su feto prenatalmente. Otro método
es realizar un muestreo de vellosidades coridnicas en el primer trimestre 0 una amniocentesis en el segundo trimestre,
y utilizar el material genético recuperado para realizar la toma de huellas genéticas prenatalmente. Sin embargo, estos
métodos son invasivos y conllevan un riesgo significativo de aborto espontaneo.

[0003] Recientemente se ha descubierto que el ADN fetal libre de células (cfADN) y las células fetales intactas pueden
entrar en la circulaciéon de sangre materna. En consecuencia, el andlisis de este material genético fetal puede permitir
el diagndstico genético prenatal no invasivo temprano (NIPGD o NPD). Un desafio clave en la realizacién de NIPGD
en células fetales es la tarea de identificar y extraer células fetales o acidos nucleicos de la sangre de la madre. La
concentracién de células fetales en la sangre materna depende de la etapa del embarazo y la condicién del feto, pero
las estimaciones varian de una a cuarenta células fetales en cada mililitro de sangre materna, o menos de una célula
fetal por cada 100.000 células nucleadas maternas. Las técnicas actuales pueden aislar pequefias cantidades de
células fetales de la sangre de la madre, aunque es dificil enriquecer las células fetales hasta la pureza en cualquier
cantidad. La técnica mas efectiva en este contexto implica el uso de anticuerpos monoclonales, pero otras técnicas
utilizadas para aislar células fetales incluyen la centrifugacion de densidad, la lisis selectiva de eritrocitos adultos y
FACS. Un desafio clave es realizar NIPGD en el ADNc fetal es que generalmente se mezcla con el ADNc materno vy,
por lo tanto, el analisis del ADNc se ve obstaculizado por la necesidad de tener en cuenta la sefial genotipica materna.
El andlisis de ADN fetal se ha demostrado usando amplificacion por PCR usando cebadores que estan disefiados para
hibridarse con secuencias que son especificas de los genes heredados por via paterna. Estas fuentes de material
genético fetal abren la puerta a técnicas de diagnéstico prenatal no invasivas.

[0004] Una vez se ha aislado el ADN fetal, ya sea puro o en una mezcla, que se puede amplificar. Existen varios
métodos disponibles para la amplificacion del genoma completo (WGA): PCR mediada por ligadura (LM-PCR), PCR
de cebador oligonucleotidico degenerado (DOP-PCR) y amplificacién de desplazamiento multiple (MDA). Existen
varios métodos disponibles para la amplificacion dirigida, incluida la PCR y las sondas de circularizacion, como las
SONDA DE INVERSION MOLECULAR (MIP) y las sondas PADLOCK. Existen otros métodos que pueden usarse para
enriquecer preferentemente el ADN fetal, como la separacion por tamaro y las sondas de captura hibrida.

[0005] Existen numerosas dificultades en el uso de amplificacion de ADN en estos contextos. La amplificacién del
ADN unicelular, el ADN de un pequefio nimero de células o de pequefias cantidades de ADN, por PCR, puede fallar
por completo. Esto a menudo se debe a la contaminacion del ADN, la pérdida de la célula, su ADN o la accesibilidad
del ADN durante la reaccion de amplificaciéon. Otras fuentes de error que pueden surgir al medir el ADN fetal mediante
amplificacion y analisis de microarrays incluyen errores de transcripcién introducidos por la ADN polimerasa donde un
nucleétido particular se copia incorrectamente durante la PCR y errores de lectura de microarrays debido a la
hibridacion imperfecta en la matriz. Otro problema es el abandono de alelos (ADO) definido como la incapacidad de
amplificar uno de los dos alelos en una célula heterocigética.

[0006] Existen muchas técnicas que proporcionan datos de genotipos. Algunos ejemplos incluyen lo siguiente.
TAQMAN es una tecnologia de genotipado Unica producida y distribuida por LIFE TECHNOLOGY. TAQMAN utiliza la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar secuencias de interés. Las ENSAYOS 500K de
AFFYMETRIX y el sistema INFINIUM de ILLUMINA son matrices de genotipado que detectan la presencia de
secuencias especificas de ADN en una gran cantidad de ubicaciones simultdneamente. HISEQ y MISEQ de
ILLUMINA, y la plataforma ION TORRENT y SOLID de LIFE TECHNOLOGY permiten la secuenciacion directa de una
gran cantidad de secuencias de ADN individuales.

SUMARIO

[0007] La presente invencion proporciona el método ex vivo para establecer si un presunto padre es el padre biolégico
de un feto que se esta gestando en una madre embarazada de acuerdo con las reivindicaciones 1-9.

[0008] En el presente documento se describen métodos para determinar la paternidad de un feto gestante de una
manera no invasiva. Un método para establecer si un supuesto padre es el padre biolégico de un feto que se esta
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gestando en una madre embarazada incluye obtener material genético del supuesto padre, obtener una muestra de
sangre de la madre embarazada, realizar mediciones genotipicas, en una pluralidad de loci polimoérficos, sobre el
material genético del supuesto padre, obteniendo mediciones genotipicas, en la pluralidad de loci polimoérficos, del
material genético de la madre embarazada, haciendo mediciones genotipicas en una muestra mixta de ADN
procedente de la muestra de sangre de la madre embarazada, donde la muestra mixta de ADN comprende ADN fetal
y ADN materno, determinando, en una computadora, la probabilidad de que el presunto padre es el padre biolégico
del feto que se gesta en la madre embarazada usando las mediciones genotipicas hechas a partir del ADN del presunto
padre, las mediciones genotipicas obtenidas de la madre embarazada y las mediciones genotipicas realizadas en la
muestra mixta de ADN, y estableciendo si el presunto padre es el padre biolégico del feto usando la probabilidad
determinada de que el presunto padre sea el padre bioldgico del feto.

[0009] Los loci polimérficos comprenden polimorfismos de nucleétido Unico. La muestra mixta de ADN puede
comprender ADN que provenia de ADN flotante libre en una fraccién de plasma de la muestra de sangre de la madre
embarazada. La muestra mixta de ADN puede comprender sangre completa materna o una fracciéon de sangre nuclear
que contiene células nucleadas. La fraccién de células nucleadas que contienen sangre materna puede enriquecerse
para células de origen fetal.

[0010] La determinacion de si el supuesto padre es el padre bioldgico puede incluir el célculo de una estadistica de
prueba para el supuesto padre y el feto, en donde la estadistica de prueba indica un grado de similitud genética entre
el supuesto padre y el feto, y en donde la estadistica de prueba se basa en las mediciones genotipicas realizadas a
partir del ADN del presunto padre, las mediciones genotipicas realizadas a partir de la muestra mixta de ADN y las
mediciones genotipicas obtenidas a partir del ADN de la madre embarazada, calculando la distribucion de una
estadistica de prueba para una pluralidad de individuos que no estan genéticamente relacionados con el feto, donde
cada estadistica de prueba calculada indica un grado de similitud genética entre un individuo no relacionado de la
pluralidad de individuos que no estan relacionados con el feto y el feto, en donde la estadistica de prueba se basa en
mediciones genotipicas hechas de ADN del individuo no relacionado, las mediciones genotipicas realizadas a partir
de la muestra mixta de ADN, y mediciones genotipicas obtenidas del ADN de la madre embarazada, calculando una
probabilidad de que la estadistica de prueba calculada para el presunto padre y el feto sea parte de la distribuciéon de
la estadistica de prueba calculada para la pluralidad de individuos no relacionados y el feto, y determinando la
probabilidad de que el presunto padre es el padre bioldgico del feto usando la probabilidad de que la estadistica de
prueba calculada para el presunto padre sea parte de la distribucion de la estadistica de prueba calculada para la
pluralidad de individuos no relacionados y el feto. En una realizacion, establecer si un presunto padre es el padre
biol6gico del feto también implica establecer que el presunto padre es el padre bioldgico del feto al rechazar una
hipétesis de que el presunto padre no esta relacionado con el feto si la probabilidad de que el presunto padre es el
padre biol6gico del feto esta por encima de un umbral superior, 0 establece que el presunto padre no es el padre
biolégico del feto al no rechazar una hipétesis de que el presunto padre no esta relacionado con el feto si la probabilidad
de que el presunto padre sea el el padre bioldgico del feto esta por debajo de un umbral inferior, o no establece si un
presunto padre es el padre biologico del feto si la probabilidad se encuentra entre el umbral inferior y el umbral superior,
o0 si la probabilidad no se determiné con suficiente confianza.

[0011] La determinacion de la probabilidad de que el supuesto padre sea el padre biolégico del feto puede incluir la
obtencién de frecuencias poblacionales de alelos para cada locus en la pluralidad de loci polimoérficos, creando una
particién de posibles fracciones de ADN fetal en la muestra mixta de ADN que van desde un limite inferior de la fraccién
fetal hasta un limite superior de la fraccién fetal, calculando una probabilidad de que el presunto padre sea el padre
biolégico del feto dadas las mediciones genotipicas obtenidas del ADN de la madre, las mediciones genotipicas hechas
del ADN del supuesto padre, las mediciones genotipicas realizadas a partir de la muestra mixta de ADN, para cada
una de las posibles fracciones fetales en la particion, determinando la probabilidad de que el supuesto padre sea el
padre biolégico del feto combinando las probabilidades calculadas de que el supuesto padre es el bioldgico padre del
feto para cada una de las posibles fracciones fetales en la particion, calculando una probabilidad de que el supuesto
padre no es el padre bioldgico del feto dadas las mediciones genotipicas hechas a partir de ADN de la madre, las
mediciones genotipicas hechas a partir de la muestra mixta de ADN, las frecuencias de poblacién de alelos obtenidas;
para cada una de las posibles fracciones fetales en la particidn, y determinar la probabilidad de que el presunto padre
no sea el padre bioldgico del feto combinando las probabilidades calculadas de que el presunto padre no es el padre
biolégico del feto para cada uno de las posibles fracciones de fetos en la particién.

[0012] EI calculo de la probabilidad de que el supuesto padre es el padre biolégico del feto y el calculo de la
probabilidad de que el supuesto padre no es el padre biolégico del feto también puede incluir calcular, para cada uno
de la pluralidad de loci polimérficos, un riesgo de datos de secuencia observados en un locus particular usando un
modelo de respuesta de plataforma, una o una pluralidad de fracciones en la posible particion de fracciones fetales,
una pluralidad de razones de alelos para la madre, una pluralidad de relaciones de alelos para el supuesto padre y
una pluralidad de alelos relaciones para el feto, calculando una probabilidad de que el supuesto padre sea el padre
biolégico combinando la probabilidad de los datos de secuencia observados en cada locus polimérfico sobre todas las
fracciones fetales en la particion, sobre las proporciones de alelos maternos en el conjunto de loci polimorficos, sobre
las supuestas proporciones de alelos del padre en el conjunto de loci polimoérficos, y sobre las raciones de alelos
fetales en el conjunto de loci polimérficos, calculando la probabilidad de que el supuesto padre no sea el padre
biol6gico al combinar la probabilidad de los datos de secuencia observados en cada locus polimérfico sobre todas las
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fracciones fetales en la particion, sobre las proporciones de alelos maternos en el conjunto de loci polimérficos, sobre
las frecuencias de poblacion para el conjunto de loci polimérficos, y sobre las proporciones de alelos fetales en el
conjunto de loci polimérficos, calculando una probabilidad de que el supuesto padre sea el padre biolégico en funcién
de la probabilidad de que el supuesto padre sea el padre bioldgico, y calcule una probabilidad de que el supuesto
padre no sea el padre biolégico basado en la probabilidad de que el presunto padre no sea el padre biolédgico.

[0013] El célculo de la probabilidad de que el presunto padre sea el padre biolégico en funcién de la probabilidad de
que el presunto sea el padre biolégico se realiza utilizando una estimacion de maxima probabilidad, o una técnica
maxima a posteriori. Establecer si un supuesto padre es el padre biolégico de un feto también puede incluir establecer
que el supuesto padre es el padre biolégico si la probabilidad calculada de que el supuesto padre es el padre bioldgico
del feto es significativamente mayor que la probabilidad calculada de que el supuesto padre no es el padre biolégico,
o establecer que el presunto padre no es el padre bioldgico del feto si la probabilidad calculada de que el presunto
padre es el padre bioldgico es significativamente mayor que la probabilidad calculada de que el presunto padre no es
el padre biolégico. En una realizacion, los loci polimoérficos corresponden a cromosomas que tienen una alta
probabilidad de ser disémicos.

[0014] La particion de posibles fracciones de ADN fetal puede contener s6lo una fraccion fetal, y donde la fraccion
fetal se determina por una técnica tomada de la lista que consiste en PCR cuantitativa, PCR digital, PCR dirigida,
sondas de circularizacion, otros métodos de amplificacion de ADN, captura por sondas de hibridacion, otros métodos
de enriguecimiento preferencial, microarrays de SNP, microarrays de ADN, secuenciacion, otras técnicas para medir
alelos polimorficos, otras técnicas para medir alelos no polimérficos, medir alelos polimérficos que estan presentes en
el genoma del padre pero no presente en el genoma de la madre, midiendo alelos no polimérficos que estan presentes
en el genoma del padre pero no presentes en el genoma de la madre, midiendo alelos que son especificos del
cromosoma Y, comparando la cantidad medida de alelos heredados paternalmente a la cantidad medida de alelos
heredados por via materna, estimaciones de maxima verosimilitud, técnicas maximas a posteriori, y combinaciones
de los mismos. En el caso de que la particion de posibles fracturas fetales contenga solo una fraccion fetal, la fraccién
fetal puede determinarse utilizando un método que comprende realizar mediciones genotipicas en una pluralidad de
loci polimorficos de la muestra mixta de ADN que comprende ADN de un individuo diana y ADN de un segundo
individual; obtener datos genotipicos en la pluralidad de loci polimérficos del segundo individuo; y determinar, en una
computadora, la fraccién de ADN del individuo diana presente en la muestra mixta usando las mediciones genotipicas
de la muestra mixta de ADN, los datos genotipicos del segundo individuo, una técnica de estimacién probabilistica.

[0015] El material genético del supuesto padre puede ser obtenido a partir de tejido seleccionado del grupo que
consiste en: sangre, tejido somatico, esperma, pelo, muestra bucal, la piel, otras muestras forenses, y combinaciones
de los mismos. En una realizacion, se calcula una confianza para la determinacién establecida de si el supuesto padre
es el padre biologico del feto. La fraccion de ADN fetal en la muestra mixta de ADN puede enriquecerse utilizando un
método seleccionado del grupo que consiste en: seleccion de tamafio, PCR mediada por ligadura universal, PCR con
tiempos de extension cortos, otros métodos de enriquecimiento y combinaciones de los mismos.

[0016] La obtencion de mediciones genotipicas del material genético de la madre embarazada puede incluir realizar
mediciones genotipicas en una muestra de material genético de la madre embarazada que consiste esencialmente en
material genético materno. La obtencion de mediciones genotipicas del material genético de la madre embarazada
puede incluir inferir qué mediciones genotipicas de las mediciones genotipicas realizadas en la muestra mixta de ADN
son probablemente atribuibles al material genético de la madre embarazada, y usar esas mediciones genotipicas que
se infirieron que son atribuibles al material genético de la madre como las medidas genotipicas obtenidas. El método
también puede incluir tomar una decision clinica basada en la determinacion de paternidad establecida. La decision
clinica puede ser interrumpir un embarazo.

[0017] La toma de mediciones genetotipicas se puede hacer por la medicion de material genético utilizando una técnica
o tecnologia seleccionada del grupo que consiste en sondas de candado, la inversion de sondas moleculares, otras
sondas circularizacion, la genotipificacion de microarrays, ensayos de genotipificacién de SNP, microarrays basados
en chip, microarrays basados en perlas, otros microarrays SNP, otros métodos de genotipado, secuenciacion de ADN
de Sanger, secuenciacion de pirosis, secuenciacion de alto rendimiento, secuenciacion dirigida usando sondas de
circularizacién, secuenciacién dirigida usando captura por sondas de hibridacion, secuenciacion de terminador de
colorante reversible, secuenciacion por ligadura, secuenciacion por hibridacién, otros métodos de secuenciaciéon de
ADN, otras plataformas de genotipado de alto rendimiento, hibridacion fluorescente in situ (FISH), hibridacion
gendmica comparativa (CGH), CGH de matriz y multiplos o combinaciones de los mismos.

[0018] La toma de mediciones genotipicas puede realizarse en material genético que se amplifica y/o preferentemente
se enriquece antes de medirse usando una técnica o tecnologia que se selecciona del grupo que consiste en: Reaccion
de Cadena de Polimerasa (PCR), PCR mediado por ligando, cebador de oligonucleétido degenerativo PCR,
amplificacion dirigida, PCR, miniPCR, amplificacién universal por PCR, amplificacion de desplazamiento mdltiple
(MDA), PCR especifica de alelo, técnicas de amplificacién especificas de alelo, métodos de amplificacion lineal,
ligadura de ADN de sustrato seguido de otro método de amplificacion, amplificacion de puente, sondas de candado,
sondas de circularizacién, sondas de captura por hibridacién y combinaciones de las mismas.
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[0019] El método puede incluir también la generacién de un informe que comprende la paternidad establecido del feto.
En una realizacion, el informe puede revelar la paternidad establecida del feto generado usando un método descrito
aqui.

[0020] En el presente documento se describen métodos para determinar la fraccion de ADN que se origina a partir de
un individuo diana que esta presente en una mezcla de ADN que contiene ADN del individuo diana, y también ADN
de al menos otro individuo. De acuerdo con los aspectos ilustrados aqui, en una realizacion, un método para determinar
una fraccion de ADN de un individuo diana presente en una muestra mixta de ADN que comprende ADN del individuo
diana y ADN de un segundo individuo puede incluir realizar mediciones genotipicas en una pluralidad de loci
polimérficos de la muestra mixta de ADN, obteniendo datos genotipicos en la pluralidad de loci polimérficos del
segundo individuo y determinando, en una computadora, la fraccion del ADN del individuo diana presente en la muestra
mixta utilizando las mediciones genotipicas de la muestra mixta de ADN, los datos genotipicos del segundo individuo
y las técnicas de estimacion probabilistica.

[0021] La obtencién de datos genotipicos del segundo individuo incluye realizar mediciones genéticas a partir de ADN
que consiste esencialmente en ADN del segundo individuo. La obtencién de datos genotipicos del segundo individuo
puede incluir inferir qué mediciones genotipicas de las mediciones genotipicas realizadas en la muestra mixta de ADN
probablemente sean atribuibles al material genético del segundo individuo, y usar esas mediciones genotipicas que
se infiere que son atribuibles al material genético del segundo individuo como las medidas genotipicas obtenidas.

[0022] Inferir los datos genotipicos del individuo relacionado también puede incluir el uso de frecuencias de poblacion
de alelos en los loci. La fraccion determinada de ADN de un individuo diana se expresa como una probabilidad de
fracciones de ADN. En una realizacién, las mediciones genotipicas realizadas a partir de la muestra mixta comprenden
mediciones genotipicas realizadas secuenciando el ADN en la muestra mixta. EI ADN en la muestra mixta se enriquece
preferentemente en la pluralidad de loci polimoérficos antes de realizar mediciones genotipicas a partir de la muestra
mixta de ADN. En una realizacién, los loci polimérficos comprenden polimorfismos de un solo nucleétido.

[0023] La determinacién de la fraccion también puede incluir la determinaciéon de una probabilidad de una pluralidad
de fracciones de ADN del individuo diana presente en la muestra mixta de ADN, determinando la fraccidon
seleccionando la fraccion de la pluralidad de fracciones con la mayor probabilidad. La determinacion de la fraccion
también puede incluir la determinacién de una probabilidad de una pluralidad de fracciones de ADN del individuo diana
presente en la muestra mixta de ADN, utilizando una técnica de estimacion de maxima verosimilitud para determinar
la fraccion mas probable y determinar la fraccion seleccionando la fraccion que se determin6 que era lo mas probable.

[0024] El individuo diana puede ser un feto gestante en una madre embarazada, y el segundo individuo puede ser la
madre embarazada. El método también puede incluir el uso de un modelo de plataforma que relaciona datos
genotipicos medidos en los loci polimoérficos, y el uso de una tabla que relaciona los genotipos maternos con los
genotipos infantiles. La determinacion también utiliza mediciones genotipicas en una pluralidad de loci polimérficos
medidos en el ADN del padre del feto. Es posible que el método no utilice datos genotipicos del padre del feto. Es
posible que el método no utilice loci en el cromosoma Y. El informe puede revelar una paternidad establecida del feto
determinada usando un método divulgado aqui para determinar la fraccién de ADN fetal presente en el plasma
materno. El informe puede revelar un estado de ploidia del feto determinado usando un método divulgado aqui para
determinar la fraccién de ADN fetal presente en el plasma materno.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0025] Las formas de realizaciéon descritas en la presente se explicara adicionalmente con referencia a los dibujos
adjuntos, en donde como estructuras se denominan por nimeros similares en todas las diversas vistas. Los dibujos
mostrados no son necesariamente a escala, sino que generalmente se hace hincapié en ilustrar los principios de las
realizaciones descritas actualmente.

La Figura 1 muestra la distribucion de las intensidades alélicas de dos contextos parentales medidos en
plasma materno.

La Figura 2 muestra la distribuciéon de la estadistica de prueba relacionada con la paternidad para 200
hombres no relacionados y el padre biolégico.

La Figura 3 muestra dos distribuciones de relaciones de intensidad para 200 hombres no relacionados y el
padre biol6gico. Cada gréafico corresponde a diferentes canales de entrada.

La Figura 4 muestra las curvas de frecuencia de distribucién acumulativa (cdf) para la relacion de correlacion
entre las mediciones genotipicas fetales y las mediciones genotipicas parentales para tres casos.

La Figura 5 muestra histogramas de la relacién de correlacién entre las mediciones genotipicas fetales y las
mediciones genotipicas parentales para tres casos.

La Figura 6 muestra un histograma de la estadistica de prueba de paternidad para 35 muestras en
comparacién con una distribucion gaussiana idealizada de estadisticas de prueba para 800 hombres no
relacionados.

La Figura 7 muestra un ejemplo de un informe que revela una exclusion de paternidad.

La Figura 8 muestra un ejemplo de un informe que revela una inclusion de paternidad.
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La Figura 9 muestra un ejemplo de un informe que revela un resultado indeterminado.
DESCRIPCION DETALLADA

[0026] Se describe un método para determinar si un supuesto padre es o no el padre bioldgico de un feto que se esta
gestando en una madre embarazada. El método puede incluir obtener material genético del supuesto padre y obtener
una muestra de sangre de la madre embarazada. El método puede incluir realizar mediciones genotipicas del supuesto
padre y la madre embarazada, y realizar mediciones genotipicas en el ADN flotante libre (ffADN, es decir, cfADN) que
se encuentra en el plasma de la madre embarazada. El método puede incluir la obtencion de datos genotipicos para
un conjunto de SNP de la madre y el supuesto padre del feto; realizar mediciones genotipicas para el conjunto de SNP
en una muestra mixta que comprende ADN del individuo diana y también ADN de la madre del individuo diana. El
método puede incluir el uso de las mediciones genotipicas para determinar, en una computadora, la probabilidad de
que el supuesto padre sea el padre bioldgico del feto gestando en la madre embarazada. El método puede incluir el
uso de los datos genotipicos de la madre embarazada y el supuesto padre para determinar una distribucién alélica
esperada para las mediciones genotipicas de la mezcla de ADN fetal/materno si el supuesto padre fuera el padre
biol6gico del feto. EI método puede incluir el uso de los datos genotipicos de la madre embarazada y los datos
genotipicos de una pluralidad de individuos que se sabe que no son el padre para determinar una distribucién alélica
esperada para las mediciones genotipicas de la mezcla de ADN fetal/materno si el supuesto padre no es el padre
bioldgico del feto. EI método puede involucrar el calculo de las probabilidades de que el supuesto padre sea el padre
biolégico del feto dadas las distribuciones alélicas esperadas y las mediciones reales de ADN del plasma materno. La
serie de pasos descritos en el método puede dar como resultado una transformacién del material genético de la madre
embarazada y el supuesto padre para producir y determinar la identidad correcta del padre biolégico de un feto
gestante prenatalmente y de manera no invasiva. La determinacién de la probabilidad de que el presunto padre sea
el padre bioldgico puede incluir llamar o establecer al presunto padre como el padre bioldgico si la probabilidad de que
el padre sea excluido de la distribucién alélica creada usando la pluralidad de individuos no relacionados esté por
encima de un umbral. Determinar la probabilidad de que el presunto padre sea el padre bioldgico puede incluir llamar
al presunto padre como no el padre biolégico si la probabilidad de que el presunto padre sea excluido de la distribucion
alélica creada usando la pluralidad de individuos no relacionados esta por debajo de un umbral. La determinacién de
paternidad se puede hacer asumiendo inicialmente que el presunto padre es de hecho el padre del nifio; si el supuesto
padre es incorrecto, los genotipos del nifio no se ajustaran a estas predicciones, y la suposicion inicial se considera
incorrecta; sin embargo, si los genotipos secundarios se ajustan a las predicciones, entonces se considera que la
suposicion es correcta. Por lo tanto, la prueba de paternidad considera qué tan bien el ffADN observado se ajusta a
los genotipos infantiles predichos por los genotipos del supuesto padre. En una realizacion, se puede generar un
informe electronico o fisico que indique la determinacion de paternidad.

[0027] La determinacion de paternidad puede hacerse usando mediciones genéticas de ADN de libre flotacién (ffADN)
encontrado en la sangre materna, y la informacién del genotipo de la madre y el supuesto padre. EI método general
podria aplicarse a las mediciones de ADNff utilizando una variedad de plataformas, como microarrays SNP,
secuenciacién de alto rendimiento sin diana o secuenciacion dirigida. Los métodos discutidos aqui abordan el hecho
de que el ADN fetal flotante se encuentra en el plasma materno a concentraciones bajas pero desconocidas y es dificil
de detectar. La prueba de paternidad puede comprender la evaluacion de las mediciones de ADNf y la probabilidad
de que hayan sido generadas por el supuesto padre, en funcion de sus genotipos. Independientemente de la
plataforma de medicién, la prueba puede basarse en los genotipos medidos en ubicaciones polimérficas. En algunas
realizaciones los posibles alelos en cada locus polimoérfico pueden ser generalizados a A y B, y opcionalmente C, D
y/o E, etc.

[0028] Este método puede implicar el uso de datos de medicion de alelos desde una pluralidad de loci. Los loci pueden
ser polimérficos. Algunos o la mayoria de los loci pueden ser polimérficos. Los loci polimérficos pueden ser
polimorfismos de un solo nucle6tido (SNP). Algunos o la mayoria de los loci polimérficos pueden ser heterocigotos.
Puede que no sea necesario determinar qué loci son heterocigotos antes de la prueba.

[0029] Un método dado a conocer en el presente documento pueden utilizar técnicas de enriquecimiento selectivo que
preservan las frecuencias alélicas relativas que estan presentes en la muestra original de ADN en cada locus
polimérfico de un conjunto de loci polimérficos. La técnica de amplificacion y/o enriquecimiento selectivo puede implicar
técnicas de PCR como mini-PCR o PCR mediada por ligadura, captura de fragmentos por hibridacién o sondas de
circularizacion como sondas de inversién molecular. Los métodos para la amplificacién o el enriqguecimiento selectivo
pueden implicar el uso de cebadores de PCR u otras sondas donde, tras la hibridacion correcta con la secuencia
diana, el extremo 3-cebador o 5-cebador de una sonda de nucle6tidos se separa del sitio polimérfico del alelo por un
pequerio numero de nucledtidos. Las sondas en las que la region de hibridacion esta disefiada para hibridarse con un
sitio polimérfico pueden excluirse. Estas realizaciones son mejoras sobre otros métodos que implican amplificacion
dirigida y/o enriquecimiento selectivo en el sentido de que preservan mejor las frecuencias alélicas originales de la
muestra en cada locus polimorfico, ya sea que la muestra sea una muestra gendémica pura de un solo individuo o una
mezcla de individuos.

[0030] Un método descrito usa en este documento PCR dirigidas eficientes altamente multiplexados para amplificar el
ADN seguido de secuenciacion de alto rendimiento para determinar las frecuencias de alelos en cada locus diana.
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Una técnica que permite que la PCR dirigida altamente multiplexada funcione de manera altamente eficiente implica
el disefio de cebadores que es poco probable que se hibridicen entre si. Las sondas de PCR pueden seleccionarse
creando un modelo termodinamico de interacciones potencialmente adversas o interacciones no intencionadas, entre
al menos 500, al menos 1.000, al menos 5.000, al menos 10.000, al menos 20.000, al menos 50.000 o al menos
100.000 potenciales pares de cebadores, o entre cebadores y muestra de ADN, y luego usar el modelo para eliminar
disefios que son incompatibles con otros disefios en el conjunto, o con la muestra de ADN. Otra técnica que permite
que la PCR dirigida altamente multiplexada se realice de una manera altamente eficiente es usar un enfoque de
anidamiento parcial o completo para la PCR dirigida. El uso de uno o una combinacion de estos enfoques permite la
multiplexacién de al menos 300, al menos 800, al menos 1.200, al menos 4.000 o al menos 10.000 cebadores en un
solo grupo con el ADN amplificado resultante que comprende una mayoria de moléculas de ADN que, cuando se
secuencian, se asignaran a loci especificos. El uso de uno o una combinacion de estos enfoques permite la
multiplexacién de una gran cantidad de cebadores en un Unico conjunto con el ADN amplificado resultante que
comprende mas del 50%, mas del 80%, mas del 90%, mas del 95%, mas del 98%, o mas del 99% de moléculas de
ADN que se asignan a loci especificos.

[0031] Un método descrito en este documento puede implicar la determinacion de si la distribucion de las mediciones
de los alelos observados es indicativa de una inclusion de paternidad o exclusion usando una estimacién de maxima
verosimilitud (MLE) técnica. El uso de una técnica de estimacion de maxima verosimilitud es diferente y una mejora
significativa sobre los métodos que utilizan la técnica de rechazo de hipotesis Unica en que las determinaciones
resultantes se realizaran con una precisién significativamente mayor. Una razén es que las técnicas de rechazo de
hipétesis Unica no contienen informacion sobre la hipétesis alternativa. Otra razén es que la técnica de maxima
verosimilitud permite la determinaciéon de umbrales de corte éptimos para cada muestra individual. Otra razén es que
el uso de una técnica de maxima verosimilitud permite el calculo de una confianza para cada determinacion de
paternidad. La capacidad de hacer un calculo de confianza para cada determinacién permite al profesional saber qué
llamadas son precisas y cuales tienen mas probabilidades de estar equivocadas. Se puede combinar una amplia
variedad de métodos con una técnica de estimacién de maxima verosimilitud para mejorar la precision de las llamadas
de ploidia. Un método divulgado aqui puede implicar estimar la fraccidn fetal de ADN en la muestra mixta y usar esa
estimacion para calcular tanto la llamada de paternidad (determinacion) como la confianza de la llamada de paternidad.

[0032] Un método descrito puede implicar el calculo de una estadistica de prueba que es indicativo del grado de
relacién entre un primer individuo y un segundo individuo, medidas genotipicas dadas en una pluralidad de loci
polimérficos para el primer individuo, y medidas genotipicas en una pluralidad de loci polimérficos para una mezcla de
ADN donde la mezcla de ADN comprende ADN del segundo individuo y un afin individual. El primer individuo puede
ser un supuesto padre, el segundo individuo puede ser un feto gestante y el individuo relacionado puede ser la madre
del feto. La estadistica de prueba puede calcularse para el feto, la madre y una pluralidad de individuos que se sabe
que no estan relacionados con el feto, generando asi una distribucion de la métrica para individuos no relacionados.
La estadistica de prueba también se puede calcular para el feto, la madre y el supuesto padre. Se puede usar una
sola prueba de rechazo de hipétesis para determinar si la estadistica de prueba calculada usando los datos genotipicos
del supuesto padre es parte de la distribuciéon de estadisticas de prueba calculadas usando los datos genotipicos de
los individuos no relacionados. Si se encuentra que la estadistica de prueba calculada usando los datos genotipicos
del presunto padre es parte de la distribucién de las estadisticas de prueba calculadas usando los datos genotipicos
de los individuos no relacionados, entonces se puede excluir la paternidad, es decir, se puede determinar que el
presunto padre no es relacionado con el feto. Si se encuentra que la estadistica de prueba calculada usando los datos
genotipicos del supuesto padre no forma parte de la distribucién de las estadisticas de prueba calculadas usando los
datos genotipicos de los individuos no relacionados, entonces se puede incluir la paternidad, es decir, se puede
determinar que el supuesto padre es relacionado con el feto.

[0033] La determinacion de la paternidad implica la determinacion de la probabilidad de los datos genotipicos medidos
dados dos hipotesis posibles: la hipétesis de que el presunto padre es el padre biol6gico del feto, y la hipétesis de que
el presunto padre no es el padre biol6gico del feto. Luego se puede calcular una probabilidad para cada una de las
hipétesis dados los datos, y la paternidad se puede establecer en funcion de la probabilidad de cada una de las dos
hipétesis. La determinacion puede utilizar mediciones genéticas realizadas en el plasma materno, mediciones
genéticas realizadas en el ADN del presunto padre y, opcionalmente, datos genotipicos maternos. En una realizacion,
los datos genotipicos maternos pueden inferirse de las mediciones genotipicas realizadas en el plasma materno. La
probabilidad puede determinarse usando una particion del rango de posibles fracciones fetales; El rango de fracciones
fetales podria ser de 0,01% a 99,9%, y la malla puede tener incrementos que varian de 10% a 1%, de 1% a 0,1%y
menores de 0,1%. La particién de posibles fracciones fetales puede ser del 2% al 30%, y los incrementos son de
aproximadamente el 1%. En una realizacion, la malla podria ser continua, y las probabilidades podrian integrarse en
los intervalos en lugar de combinarse. La probabilidad puede determinarse usando solo una fraccién fetal, donde esa
fraccion fetal puede determinarse usando cualquier método apropiado. Para cada posible fraccion fetal en la malla, se
puede calcular la probabilidad de los datos dadas las dos hipétesis. Para la hipétesis de que el supuesto padre es el
padre biolégico, los genotipos del supuesto padre pueden usarse en el célculo de la probabilidad, mientras que para
la hipotesis de que el supuesto padre no es el padre bioldgico, los datos de frecuencia de alelos basados en la
poblacion también pueden usarse en el célculo de la probabilidad. Se pueden usar los contextos principales y un
modelo de plataforma para calcular la probabilidad de que los datos den una hipétesis. Las probabilidades se pueden
combinar sobre todas las fracciones fetales en la particion, sobre todos los genotipos maternos y sobre todos los
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genotipos paternos. Los genotipos parentales pueden ser probabilisticos (por ejemplo, en un SNP dado, un padre
puede tener el genotipo GT con un 99% de probabilidad, GG con un 0,5% de probabilidad y TT con un 0,5% de
probabilidad; en otra realizacién, los genotipos parentales pueden tener un valor (por ejemplo, en un SNP dado, un
padre tiene el genotipo GT). Los términos probabilidad y verosimilitud pueden ser intercambiables, como en el lenguaje
comun; en otras realizaciones, los dos términos pueden no ser intercambiables y pueden leerse como los leerian
expertos en la técnica en las estadisticas.

[0034] En algunos métodos conocidos en la técnica, la fraccion fetal se determina usando las mediciones realizadas
en loci que se encuentran exclusivamente en el genotipo paterno, por ejemplo, loci que se encuentran exclusivamente
en el cromosoma y, o el gen Rhesus D. Desafortunadamente, estos métodos requieren que el feto sea masculino (en
el caso de que los loci se encuentren exclusivamente en el cromosoma Y) o que se pueda identificar un gen o conjunto
de genes antes de las mediciones del ADN donde esos genes estan presentes en el genotipo paterno, y no presente
en el genotipo materno. Una complicacién adicional es que, en el contexto de las pruebas de paternidad, no se sabe
si el presunto padre es el padre bioldgico y, por lo tanto, con la excepcion de los loci especificos del cromosoma Y, no
es posible determinar qué loci puede estar presente en el padre y no en la madre. Por lo tanto, en el contexto de las
pruebas de paternidad, actualmente no es posible determinar la fraccién fetal cuando el feto es una mujer y cuando el
feto es un hombre. La fraccion fetal solo puede determinarse mediante el uso de loci especificos del cromosoma Y.
En una realizacion, se describe un método en el presente documento para determinar la fraccién de ADN fetal que
esta presente en la mezcla de ADN que comprende ADN materno y fetal. En una realizacién, el método puede
determinar la fraccion fetal de ADN fetal que esté presente en la mezcla de ADN que comprende ADN materno y fetal
utilizando mediciones genotipicas de cromosomas autosémicos. En una realizacion, el método puede determinar la
fraccion fetal de ADN fetal que estd presente en la mezcla de ADN que comprende ADN materno y fetal
independientemente del sexo del feto. En una realizacion, el método puede determinar la fraccion fetal de ADN fetal
que esta presente en la mezcla de ADN que comprende ADN materno y fetal, independientemente de qué genes
puedan tener la madre y el supuesto padre. El método instantaneo no requiere que el feto sea masculino, o que se
pueda identificar un locus o loci que estén presentes en el padre y no en la madre. El método instantdneo no requiere
que se conozca el genotipo paterno. El método instantaneo no requiere que se conozca el genotipo materno, ya que
se puede inferir de las mediciones realizadas en el ADN en el plasma materno, que comprende una mezcla de ADN
fetal y materno.

[0035] La distribucion de los loci polimoérficos se puede modelar utilizando una distribucion binomial. La distribucion de
loci polimérficos se puede modelar utilizando una distribucion beta-binomial. Al usar la distribucion beta-binomial como
modelo para la distribucién de alelos, se puede modelar con mayor precision las medidas probables de alelos que
cuando se usan otras distribuciones; esto puede resultar en determinaciones de paternidad mas precisas.

[0036] Un método descrito en este documento puede tener en cuenta la tendencia de que los datos sean ruidosos y
contienen errores por fijacion de una probabilidad a cada medicion. El uso de técnicas de maxima verosimilitud para
elegir la hipotesis correcta del conjunto de hipotesis que se hicieron utilizando los datos de mediciéon con estimaciones
probabilisticas adjuntas hace que sea mas probable que se descarten las mediciones incorrectas, y las mediciones
correctas se utilizaran en los calculos que conducen a la determinacion de la paternidad. Para ser mas precisos, este
método reduce sistematicamente la influencia de los datos medidos incorrectamente en la determinacion de la
paternidad. Esta es una mejora con respecto a los métodos en los que se supone que todos los datos son igualmente
correctos o los métodos en los que los datos periféricos se excluyen arbitrariamente de los célculos que conducen a
una determinacién de paternidad. En una realizacion, los SNP individuales se ponderan por la varianza de medicién
esperada en funcién de la calidad del SNP y la profundidad de lectura observada; Esto puede resultar en un aumento
en la precision de la estadistica resultante, resultando en un aumento de la precision de la llamada de paternidad
significativamente, especialmente en casos limite.

[0037] Los métodos descritos en este documento son particularmente ventajosos cuando se utilizan en muestras en
las que una pequena cantidad de ADN esta disponible, o cuando el porcentaje de ADN fetal es bajo. Esto se debe a
la tasa de abandono de alelo correspondientemente mas alta que puede ocurrir cuando solo hay una pequefa cantidad
de ADN disponible y/o la tasa de abandono de alelo fetal correspondientemente mas alta cuando el porcentaje de
ADN fetal es bajo en una muestra mixta de ADN fetal y materno. Una alta tasa de abandono de alelos, lo que significa
que un gran porcentaje de los alelos no se midié para el individuo diana, da como resultado calculos de fraccién fetal
poco precisos y determinaciones de paternidad poco precisas. Los métodos descritos en este documento permiten
una determinacion precisa de la ploidia cuando el porcentaje de moléculas de ADN que son fetales en la mezcla es
inferior al 40%, inferior al 30%, inferior al 20%, inferior al 10%, inferior al 8%, inferior al 6%, inferior al 4% e incluso
inferior al 3%.

[0038] Es posible determinar la paternidad de un individuo basandose en mediciones cuando el ADN de ese individuo
se mezcla con el ADN de un individuo relacionado. La mezcla de ADN puede ser el ADN de libre flotacién encontrado
en el plasma materno, que puede incluir ADN de la madre, con genotipo conocido, y que puede mezclarse con ADN
del feto, con genotipo desconocido. La paternidad del feto se puede determinar observando las medidas reales y
determinando la probabilidad de paternidad dados los datos observados. Un método divulgado en este documento
podria usarse en situaciones en las que hay una cantidad muy pequena de ADN presente, como en situaciones
forenses, donde hay una o unas pocas células disponibles (tipicamente menos de diez células, menos de veinte
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células, menos de 40 células, menos de 100 células, o una cantidad equivalente de ADN.) Un método descrito en este
documento podria usarse en situaciones en las que el ADN esta altamente fragmentado, como el ADNff encontrado
en el plasma. Un método divulgado en este documento puede servir para realizar llamadas de paternidad desde una
pequeiia cantidad de ADN que no esta contaminada por otro ADN, pero donde la llamada de paternidad es muy dificil
debido a la pequefia cantidad de ADN. Las mediciones genéticas utilizadas como parte de estos métodos podrian
realizarse en cualquier muestra que comprenda ADN o ARN, por ejemplo, pero sin limitarse a: sangre, plasma, fluidos
corporales, orina, cabello, lagrimas, saliva, tejido, piel, ufias, blastomeros, embriones, liquido amnidtico, muestras de
vellosidades coridnicas, heces, bilis, linfa, moco cervical, semen u otras células o materiales que comprenden &cidos
nucleicos. En una realizacion, un método descrito en este documento podria ejecutarse con métodos de deteccion de
acido nucleico tales como secuenciacién, microarrays, qPCR, PCR digital u otros métodos utilizados para medir acidos
nucleicos. En algunas realizaciones, un método divulgado en el presente documento implica calcular, en una
computadora, relaciones de alelos en la pluralidad de loci polimoérficos a partir de las mediciones de ADN realizadas
en las muestras procesadas. Un método divulgado en el presente documento puede implicar calcular, en una
computadora, relaciones alélicas o distribuciones alélicas en una pluralidad de loci polimérficos a partir de las
mediciones de ADN realizadas en las muestras procesadas junto con cualquier combinaciéon de otras mejoras
descritas en esta divulgacion.

[0039] Ademas discusién de estos puntos se puede encontrar en este documento en otros lugares.
Pruebas prenatales de paternidad no invasivas (NPPT)

[0040] El proceso de pruebas de paternidad prenatales no invasivas implica una serie de pasos. Algunos de los pasos
pueden incluir: (1) obtener el material genético del feto; (2) enriquecer el material genético del feto que puede estar en
una muestra mixta, ex vivo; (3) amplificar el material genético, ex vivo, (4) enriquecer preferentemente loci especificos
en el material genético, ex vivo; (5) medir el material genético, ex vivo, y (6) analizar los datos genotipicos, en una
computadora, y ex vivo. Los métodos para reducir la practica de estos seis y otros pasos relevantes se describen aqui.
Al menos algunos de los pasos del método no se aplican directamente en el cuerpo. En una realizacion, la presente
descripcion se refiere a métodos de tratamiento y diagndstico aplicados a tejidos y otros materiales biolégicos aislados
y separados del cuerpo. Al menos algunos de los pasos del método se ejecutan en una computadora.

[0041] La presente divulgacién puede permitir que un clinico determine el estado genético de un feto, especificamente
su bioldgica relacién a otro individuo, que esta gestando en una madre de una manera no invasiva de tal manera que
la salud del bebé no se pone en riesgo por la recoleccién del material genético del feto, y que la madre no esta obligada
a someterse a un procedimiento invasivo.

[0042] Avances tecnoldgicos modernos han dado como resultado la capacidad de medir grandes cantidades de
informacién genética a partir de una muestra genética utilizando métodos tales como alta secuenciacion de
rendimiento y matrices de genotipado. Los métodos descritos en este documento permiten a un médico aprovechar
mas las grandes cantidades de datos disponibles y hacer un diagnéstico mas preciso de la identidad genética fetal.
Un método basado en la informatica puede dar lugar a determinaciones de paternidad de mayor precision que los
métodos actualmente conocidos en la técnica. Los detalles de una serie de realizaciones se dan a continuacion. Las
diferentes realizaciones pueden implicar diferentes combinaciones de los pasos mencionados anteriormente. Varias
combinaciones de las diferentes realizaciones de los diferentes pasos pueden usarse indistintamente.

[0043] Una muestra de sangre se puede tomar de una madre embarazada, y el ADN de libre flotacion en el plasma
de la madre de la sangre, que contiene una mezcla de ambos ADN de origen materno, y el ADN de origen fetal, se
aisla y se utiliza para determinar el estado de ploidia del feto. Un método divulgado en el presente documento puede
implicar el enriquecimiento preferencial de esas secuencias de ADN en una mezcla de ADN que corresponde a alelos
polimérficos de manera que las proporciones de alelos y/o las distribuciones de alelos permanezcan razonablemente
consistentes tras el enriquecimiento. EI método puede implicar amplificar el ADN aislado usando la amplificacién del
genoma completo (WGA). Un método divulgado en el presente documento puede implicar una amplificacion basada
en PCR dirigida de modo que un alto porcentaje de las moléculas resultantes correspondan a loci dirigidos. Un método
divulgado en el presente documento puede implicar la secuenciacién de una mezcla de ADN que contiene tanto ADN
de origen materno como ADN de origen fetal. El método puede implicar medir el ADN amplificado utilizando un
microarray disefiado para detectar secuencias de acido nucleico, como una matriz SNP. Un método divulgado en el
presente documento puede implicar el uso de distribuciones de alelos medidas para determinar la paternidad de un
feto que se esta gestando en una madre. Un método divulgado en el presente documento puede implicar informar el
estado de paternidad determinado a un médico. Un método divulgado en el presente documento puede implicar tomar
una accion clinica, por ejemplo, realizar pruebas invasivas de seguimiento tales como muestreo de vellosidades
coridnicas o amniocentesis, prepararse para el nacimiento de un nifio o una terminacion electiva de un feto.

[0044] Esta solicitud hace referencia a la Solicitud de servicios publicos de Estados Unidos N de serie11/603,406,
presentada el 28 de noviembre de 2006 (Publicacion de Estados Unidos N%: 20070184467); Solicitud de servicios
publicos de los Estados Unidos, nimero de serie 12/076,348, presentada el 17 de marzo de 2008 (publicacion de los
Estados Unidos: 20080243398); Solicitud de utilidad PCT N® de serie PCT/US09/52730, presentada el 4 de agosto de
2009 (N¢ de publicacion PCT: WO/2010/017214); Solicitud de utilidad PCT, nimero de serie PCT/US10/050824,
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presentada el 30 de septiembre de 2010 (publicacién de PCT N2: WO/2011/041485), solicitud de utilidad de EE.UU.,
nuamero de serie 13/110,685, presentada el 18 de mayo de 2011, y Solicitud de utilidad de EE.UU. de numero de serie
13/300,235, presentada el 18 de noviembre de 2011. Parte del vocabulario utilizado en esta presentacién puede tener
antecedentes en estas referencias. Algunos de los conceptos descritos en este documento pueden entenderse mejor
a la luz de los conceptos encontrados en estas referencias.

Cribado de ADN fetal libre flotante que comprende sangre materna

[0045] Los métodos descritos en el presente documento se pueden usar para ayudar a determinar si un nifio, feto, u
otro individuo diana es genéticamente relacionado con otro individuo. Esto puede hacerse en casos en los que el
material genético del individuo diana se encuentra en presencia de una cantidad de material genético de otro individuo.
El método puede usarse para ayudar a determinar si un feto esta genéticamente unido a un supuesto padre utilizando
el ADN fetal flotante que se encuentra en la sangre materna, junto con una muestra genética del padre vy,
opcionalmente, de la madre. El feto puede haberse originado de un évulo de un donante de évulos, de modo que el
feto no esta relacionado genéticamente con la madre en donde se esta gestando. El método puede ser aplicable en
casos donde la cantidad de ADN diana esta en cualquier proporcion con el ADN no diana; por ejemplo, el ADN diana
podria representar entre el 0,000001 y el 99,999999% del ADN presente. EI ADN contaminante no diana podria ser
de una pluralidad de individuos; es ventajoso cuando se conocen datos genéticos de algunos o todos los individuos
no diana relevantes, o donde estan disponibles muestras genéticas de dichos individuos relacionados. Un método
divulgado en el presente documento puede usarse para determinar datos genotipicos de un feto de sangre materna
que contiene ADN fetal. También se puede usar en un caso donde hay mudltiples fetos en el Utero de una mujer
embarazada, o donde puede haber otro ADN contaminante en la muestra, por ejemplo, de otros hermanos ya nacidos.

[0046] Esta técnica puede hacer uso del fendmeno de las células sanguineas fetales que acceden a la circulacion
materna a través de las vellosidades de placenta. Por lo general, solo un nimero muy pequefio de células fetales
ingresa a la circulacion materna de esta manera (no lo suficiente como para producir una prueba de Kleihauer-Betke
positiva para la hemorragia fetal-materna). Las células fetales se pueden clasificar y analizar mediante una variedad
de técnicas para buscar secuencias de ADN particulares, pero sin los riesgos que los procedimientos invasivos tienen
inherentemente. Esta técnica también puede hacer uso del fendmeno del ADN fetal flotante libre que obtiene acceso
a la circulacion materna mediante la liberacién de ADN después de la apoptosis del tejido placentario donde el tejido
placentario en cuestion contiene ADN del mismo genotipo que el feto. Se ha demostrado que el ADN flotante libre que
se encuentra en el plasma materno contiene ADN fetal en proporciones tan altas como 30-40% de ADN fetal.

[0047] La sangre puede ser extraida de una mujer embarazada. La investigacion ha demostrado que la sangre materna
puede contener una pequefia cantidad de ADN flotante libre del feto, ademas de ADN flotante libre de origen materno.
Ademas, también puede haber células sanguineas fetales nucleadas que comprenden ADN de origen fetal, ademas
de muchas células sanguineas de origen materno, que tipicamente no contienen ADN nuclear. Existen muchos
métodos conocidos en la técnica para aislar el ADN fetal o crear fracciones enriquecidas en el ADN fetal. Por ejemplo,
se ha demostrado que la cromatografia crea ciertas fracciones que estan enriquecidas en el ADN fetal.

[0048] Una vez que la muestra de sangre materna, plasma, u otro fluido, elaborado de una manera relativamente no
invasiva, y que contiene una cantidad de ADN fetal, ya sea celular o libre flotante, ya sea enriquecidos en su proporcion
con el ADN materno, o en su proporcion original, esta disponible, uno puede genotipar el ADN encontrado en dicha
muestra. La sangre se puede extraer usando una aguja para extraer sangre de una vena, por ejemplo, la vena basilica.
El método descrito en este documento puede usarse para determinar los datos genotipicos del feto. Por ejemplo, se
puede usar para determinar el estado de ploidia en uno o0 mas cromosomas, se puede usar para determinar la identidad
de uno o un conjunto de SNP, incluidas las inserciones, deleciones y translocaciones. Se puede usar para determinar
uno o mas haplotipos, incluido el padre de origen de una o mas caracteristicas genotipicas. También se puede usar
para determinar el grado de relacién entre el feto y otro individuo.

[0049] Obsérvese que este método funciona con cualesquiera acidos nucleicos que se pueden utilizar para cualquier
genotipado y/o secuenciacién de métodos, tales como la plataforma ILLUMINA INFINIUM ARRAY, AFFYMETRIX
GENECHIP, ILLUMINA GENOME ANALYZER, o LIFE TECHNOLOGIES' SOLID SYSTEM, junto con los datos
genotipicos medidos a partir de ellos. Esto incluye ADN flotante extraido del plasma o amplificaciones (por ejemplo,
amplificacion del genoma completo, PCR) del mismo; ADN gendmico de otros tipos de células (por ejemplo, linfocitos
humanos de sangre completa) o amplificaciones de los mismos. Para la preparacion del ADN, cualquier método de
extraccion o purificacién que genere ADN gendémico adecuado para una de estas plataformas también funcionara.
Este método podria funcionar igualmente bien con muestras de ARN. En una realizacion, el almacenamiento de las
muestras se puede hacer de una manera que minimice la degradacién (por ejemplo, por debajo del punto de
congelacién, a aproximadamente -20°C o a una temperatura mas baja).

Apoyo parental
[0050] Algunas formas de realizacion pueden usarse en combinacion con el método PARENTAL SUPPORT™ (PS),

cuyas formas de realizacién se describen en la Solicitud de EE.UU. N® 11/603,406 (Publicacién de EE.UU. N
20070184467), Solicitud de EE.UU. N? 12/076,348 (nUmero de publicacion de EE.UU.: 20080243398), solicitud de
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EE.UU. 13/110,685, solicitud de PCT PCT/US09/52730 (nimero de publicacion de PCT: WO/2010/017214), nimero
de solicitud de PCT PCT/US10/050824 (nimero de publicacién de PCT: WO/2011/041485), Solicitud PCT N°
PCT/US2011/037018 (Publicacién PCT N°? W0O/2011/146632), y Solicitud PCT N2 PCT/US2011/61506. PARENTAL
SUPPORT™ es un enfoque basado en la informatica que se puede utilizar para analizar datos genéticos. Los métodos
descritos aqui pueden considerarse como parte del método PARENTAL SUPPORT™. En algunas realizaciones, el
método PARENTAL SUPPORT™ es una coleccion de métodos que pueden usarse para determinar los datos
genéticos de un individuo diana, con alta precision, de una o una pequena cantidad de células de ese individuo, o de
una mezcla de ADN que consiste en ADN del individuo diana y ADN de uno o una pluralidad de otros individuos,
especificamente para determinar alelos relacionados con la enfermedad, otros alelos de interés, el estado de ploidia
de uno o una pluralidad de cromosomas en el individuo diana, y/o la extensién de relacién de otro individuo con el
individuo diana. PARENTAL SUPPORT™ puede referirse a cualquiera de estos métodos. PARENTAL SUPPORT™
es un ejemplo de un método basado en informatica.

[0051] EI método PARENTAL SUPPORT™ hace uso de los datos genéticos parentales conocidos, es decir datos
genéticos haplotipicos y/o diploides de la madre y/o el padre, junto con el conocimiento del mecanismo de la meiosis
y la imperfecta medicion del ADN diana, y posiblemente de uno o mas individuos relacionados, junto con frecuencias
de cruce basadas en la poblacion, para reconstruir, en silicio, el genotipo en una pluralidad de alelos, y/o el estado de
paternidad de un embrién o de cualquier célula diana, y el ADN diana en la ubicacion de loci clave con un alto grado
de confianza. El método PARENTAL SUPPORT™ utiliza datos genéticos parentales conocidos, es decir, datos
genéticos haplotipicos y/o diploides de la madre y/o el padre, junto con el conocimiento del mecanismo de meiosis y
la medicién imperfecta del ADN diana, para crear hipdtesis sobre qué datos genéticos pueden esperarse para
diferentes situaciones, para calcular la probabilidad de cada una de las situaciones dadas los datos genéticos
observados, determinando asi qué situacién es mas probable. En algunas realizaciones, la situaciéon que se cuestiona
puede incluir si el individuo diana ha heredado un haplotipo de interés relacionado con la enfermedad, si el individuo
diana ha heredado un haplotipo vinculado de fenotipo, si el individuo diana tiene uno o més cromosomas aneuploides,
y/o si el individuo diana esta relacionado con un individuo de interés y cual puede ser el grado de relacion. EI método
PARENTAL SUPPORT™ permite la limpieza de datos genéticos ruidosos. PARENTAL SUPPORT™ puede ser
particularmente relevante cuando solo una pequefia fraccién del material genético disponible proviene del individuo
diana (por ejemplo, NPD o NPPT) y donde las mediciones directas de los genotipos son inherentemente ruidosas
debido a la sefial de ADN contaminante de otro individuo. El método PARENTAL SUPPORT™ es capaz de reconstruir
secuencias aleloides diploides ordenadas de alta precision en el embrién, junto con el nimero de copias de segmentos
de cromosomas, a pesar de que las mediciones diploides no ordenadas convencionales pueden caracterizarse por
altas tasas de abandono de alelos, abandonos, variables sesgos de amplificacion y otros errores. El método puede
emplear tanto un modelo genético subyacente como un modelo subyacente de error de medicion. EI modelo genético
puede determinar tanto las probabilidades alélicas en cada SNP como las probabilidades de cruce entre los SNP. Las
probabilidades alélicas pueden modelarse en cada SNP en funcion de los datos obtenidos de los padres y las
probabilidades de cruce modelo entre SNP en funcién de los datos obtenidos de la base de datos HapMap, tal como
fue desarrollado por el Proyecto Internacional HapMap. Dado el modelo genético subyacente adecuado y el modelo
de error de medicién, se puede usar la estimacion maxima a posteriori (MAP), con modificaciones para la eficiencia
computacional, para estimar los valores de alelo ordenados correctos en cada SNP en el embrién.

Definiciones
[0052]

Polimorfismo de un solo nucledtido (SNP) se refiere a un solo nucleétido que puede diferir entre los genomas
de dos miembros de la misma especie. El uso del término no debe implicar ningdn limite en la frecuencia con
que ocurre cada variante.

Secuencia se refiere a una secuencia de ADN o una secuencia genética. Puede referirse a la estructura fisica
primaria de la molécula o cadena de ADN en un individuo. Puede referirse a la secuencia de nucleétidos que
se encuentra en esa molécula de ADN, o la cadena complementaria a la molécula de ADN. Puede referirse
a la informacion contenida en la molécula de ADN como su representacion en silico.

Locus se refiere a una regién particular de interés en el ADN de un individuo, que puede referirse a un SNP,
el sitio de una posible insercion o eliminacion, o el sitio de alguna otra variacion genética relevante. Los SNP
vinculados a la enfermedad también pueden referirse a loci vinculados a la enfermedad.

Alelo polimérfico, también "locus polimérfico", se refiere a un alelo o locus donde el genotipo varia entre los
individuos dentro de una especie determinada. Algunos ejemplos de alelos polimoérficos incluyen
polimorfismos de un solo nucleétido, repeticiones cortas en tdndem, deleciones, duplicaciones e inversiones.
Sitio polimdrfico se refiere a los nucleétidos especificos que se encuentran en una region polimoérfica que
varia entre los individuos.

Alelo se refiere a los genes que ocupan un locus particular.

Datos genéticos también "datos genotipicos” se refieren a los datos que describen aspectos del genoma de
uno o mas individuos. Puede referirse a uno o un conjunto de loci, secuencias parciales o completas,
cromosomas parciales o completos, o el genoma completo. Puede referirse a la identidad de uno o una
pluralidad de nucleétidos; puede referirse a un conjunto de nucleétidos secuenciales, o nucleétidos de
diferentes ubicaciones en el genoma, o una combinaciéon de los mismos. Los datos genotipicos estan
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tipicamente en silico, sin embargo, también es posible considerar los nucleétidos fisicos en una secuencia
como datos genéticos codificados quimicamente. Se puede decir que los datos genotipicos estan "en", "de",
"a", "de" o "en" la(s) persona(s). Los datos genotipicos pueden referirse a mediciones de salida de una
plataforma de genotipado donde esas mediciones se realizan en material genético.

Material genético también "muestra genética" se refiere a la materia fisica, como el tejido o la sangre, de uno
0 mas individuos que comprenden ADN o ARN.

Confianza se refiere a la probabilidad estadistica de que el SNP, alelo, conjunto de alelos, llamada de ploidia
o llamada de paternidad es correcto.

Aneuploidia se refiere al estado donde el niUmero incorrecto de cromosomas esta presente en una célula. En
el caso de una célula humana somatica, puede referirse al caso en donde una célula no contiene 22 pares
de cromosomas autosémicos y un par de cromosomas sexuales. En el caso de un gameto humano, puede
referirse al caso donde una célula no contiene uno de cada uno de los 23 cromosomas. En el caso de un solo
tipo de cromosoma, puede referirse al caso en donde estan presentes mas o menos de dos copias de
cromosomas homélogos pero no idénticos, o donde hay dos copias de cromosomas presentes que se
originan del mismo padre.

Cromosoma puede referirse a una sola copia cromosomica, lo que significa una sola molécula de ADN de la
cual hay 46 en una célula somatica normal; un ejemplo es “el cromosoma 18 derivado de la madre”. El
cromosoma también puede referirse a un tipo de cromosoma, de los cuales hay 23 en una célula somatica
humana normal; un ejemplo es el “cromosoma 18”.

Monosomia se refiere al estado en donde una célula solo contiene uno de un tipo de cromosoma.

Disomia se refiere al estado en donde una célula contiene dos de tipo cromosoémico.

Disomia uniparental se refiere al estado donde una célula contiene dos de un tipo de cromosoma, y donde
ambos cromosomas se originan de uno de los padres.

Trisomia se refiere al estado en donde una célula contiene tres de un tipo de cromosoma.

Estado del material genético o simplemente "estado genético" puede referirse a la identidad de un conjunto
de SNP en el ADN, a los haplotipos por fases del material genético o a la secuencia del ADN, incluidas las
inserciones, eliminaciones, repeticiones y mutaciones. También puede referirse al estado de ploidia de uno
0 mas cromosomas, segmentos cromosémicos, o0 un conjunto de segmentos cromosémicos.

Establecer la paternidad o "determinar la paternidad" se refiere a establecer o determinar que un supuesto
padre es o no el padre bioldgico de un feto gestante, o determinar o establecer la probabilidad de que un
supuesto padre sea el padre bioldgico del feto.

Determinacion de paternidad se refiere a la determinacién de que el presunto padre es o no el padre bioldgico
del feto. Una determinacion de paternidad es el resultado de establecer, llamar o determinar la paternidad.
Paternidad se refiere a la identidad del padre biolégico de un individuo.

Inclusion de paternidad se refiere al establecimiento de que un supuesto padre es el padre biologico de un
feto.

Exclusion de paternidad se refiere a establecer que un supuesto padre no es el padre biolégico de un feto.
Presunto padre se refiere a un hombre cuya relacion paterna con un feto esta en cuestion.

Padre biolégico de un individuo se refiere al hombre cuyo material genético fue heredado por el individuo.
Relacion alélica se refiere a la relacién entre la cantidad de cada alelo en un locus polimoérfico que esta
presente en una muestra o en un individuo. Cuando la muestra se mide por secuenciacion, la relacién alélica
puede referirse a la relacién de lecturas de secuencia que se asignan a cada alelo en el locus. Cuando la
muestra se mide mediante un método de medicion basado en la intensidad, la relacion de alelos puede
referirse a la relacion de las cantidades de cada alelo presente en ese locus segun lo estimado por el método
de medicion.

Distribucion alélica, o “distribucion de recuento de alelos” se refiere a la cantidad relativa de cada alelo que
esta presente para cada locus en un conjunto de loci. Una distribucion alélica puede referirse a un individuo,
a una muestra o a un conjunto de mediciones realizadas en una muestra. En el contexto de la secuenciacion,
la distribucion alélica se refiere al nimero o niumero probable de lecturas que se asignan a un alelo particular
para cada alelo en un conjunto de loci polimérficos. Las mediciones de alelos pueden tratarse
probabilisticamente, es decir, la probabilidad de que un alelo dado esté presente para una secuencia de
lectura dada es una fraccién entre 0 y 1, o pueden tratarse de forma binaria, es decir, cualquier lectura dada
se considera ser exactamente cero o una copia de un alelo particular.

Sesgo alélico se refiere al grado en que la proporcion medida de alelos en un locus heterocigoto es diferente
a la proporcién que estaba presente en la muestra original de ADN. El grado de sesgo alélico en un locus
particular es igual a la relacién alélica observada en ese locus, tal como se mide, dividido por la relacion de
alelos en la muestra de ADN original en ese locus. El sesgo alélico puede definirse como mayor que uno, de
modo que si el célculo del grado de sesgo alélico devuelve un valor, x, que es menor que 1, entonces el grado
de sesgo alélico puede reexpresarse como 1/x. El sesgo alélico puede deberse al sesgo de amplificacion, el
sesgo de purificacion o algun otro fendmeno que afecta a diferentes alelos de manera diferente.

Cebador, también "sonda de PCR", se refiere a una sola molécula de ADN (un oligémero de ADN) o una
coleccién de moléculas de ADN (oligobmeros de ADN) donde las moléculas de ADN son idénticas, o casi, y
donde el cebador contiene una region disefiada para hibridarse con un locus polimérfico dirigido y puede
contener una secuencia de cebado disefiada para permitir la amplificacion por PCR. Un cebador también
puede contener un codigo de barras molecular. Un cebador puede contener una region aleatoria que difiere
para cada molécula individual.
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Sonda de captura hibrida se refiere a cualquier secuencia de acido nucleico, posiblemente modificada, que
se genera mediante diversos métodos, como PCR o sintesis directa, y que pretende ser complementaria a
una cadena de una secuencia de ADN diana especifica en una muestra. Las sondas de captura hibridas
exogenas pueden agregarse a una muestra preparada e hibridarse a través de un proceso de reticulacion de
deantura para formar duplex de fragmentos enddgenos exdgenos. Estos duplex pueden separarse
fisicamente de la muestra por varios medios.

Lectura de secuencia se refiere a datos que representan una secuencia de bases de nucleétidos que se
midieron usando un método de secuenciacion clonal. La secuenciacion clonal puede producir datos de
secuencia que representan uno solo, o clones, o grupos de una molécula de ADN original. Una lectura de
secuencia también puede tener un puntaje de calidad asociado en cada posicion de base de la secuencia
que indica la probabilidad de que el nucleétido se haya llamado correctamente.

Mapeo de una secuencia de lectura es el proceso de determinar la ubicacion de origen de una secuencia de
lectura en la secuencia del genoma de un organismo particular. La ubicacién del origen de las lecturas de
secuencia se basa en la similitud de la secuencia de nucleétidos de la lectura y la secuencia del genoma.
Homocigoto se refiere a tener alelos similares en los correspondientes loci cromosomicos.

Heterocigoto se refiere a tener alelos diferentes en los correspondientes loci cromosémicos.

Tasa de heterocigosidad se refiere a la tasa de individuos en la poblacién que tienen alelos heterocigotos en
un locus dado. La tasa de heterocigosidad también puede referirse a la proporcion esperada o medida de
alelos, en un locus dado en un individuo, o una muestra de ADN.

Haplotipo se refiere a una combinacién de alelos en mdltiples loci que tipicamente se heredan juntos en el
mismo cromosoma. El haplotipo puede referirse a tan solo dos loci 0 a un cromosoma completo, dependiendo
del nimero de eventos de recombinacion que han ocurrido entre un conjunto dado de loci. El haplotipo
también puede referirse a un conjunto de polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) en una sola cromatida
que estan estadisticamente asociados.

Datos haplotipicos, también "datos por fases" o "datos genéticos ordenados”, se refieren a datos de un solo
cromosoma en un genoma diploide o poliploide, es decir, la copia segregada materna o paterna de un
cromosoma en un genoma diploide.

Fase se refiere al acto de determinar los datos genéticos haplotipicos de un individuo dado datos genéticos
diploides no ordenados (o poliploides). Puede referirse al acto de determinar cual de dos genes en un alelo,
para un conjunto de alelos que se encuentran en un cromosoma, estan asociados con cada uno de los dos
cromosomas homélogos en un individuo.

Vatos por fases se refieren a datos genéticos en los que se han determinado uno o mas haplotipos.

Fetal se refiere a "del feto" o "de la region de la placenta que es genéticamente similar al feto". En una mujer
embarazada, una parte de la placenta es genéticamente similar al feto, y el ADN fetal flotante que se
encuentra en la sangre materna puede haberse originado en la parte de la placenta con un genotipo que
coincide con el feto.

ADN de origen fetal se refiere al ADN que originalmente era parte de una célula cuyo genotipo era
esencialmente equivalente al del feto. Tenga en cuenta que la informacién genética en la mitad de los
cromosomas en un feto se hereda de la madre del feto; en algunas realizaciones, el ADN de estos
cromosomas heredados de la madre que provienen de una célula fetal se considera "de origen fetal" y no "de
origen materno”.

ADN de origen materno se refiere al ADN que originalmente era parte de una célula cuyo genotipo era
esencialmente equivalente al de la madre.

Nifio puede referirse a un embrion, un blastomero o un feto. Tenga en cuenta que en las realizaciones
descritas actualmente, los conceptos descritos se aplican igualmente bien a las personas que son un nifio
nacido, un feto, un embrién o un conjunto de células de los mismos. El uso del término nifio puede significar
simplemente que el individuo al que se hace referencia como nifio es la descendencia genética de los padres.
Padre se refiere a la madre o padre genético de un individuo. Un individuo generalmente tiene dos padres,
una madre y un padre, aunque esto no necesariamente el caso, como en el quimerismo genético o
cromosomico.

Madre puede referirse a la madre bioldgica de un individuo, y/o puede referirse a las mujeres que llevan al
individuo cuando él/ella se gesta.

Contexto parental se refiere al estado genético de un SNP dado, en cada uno de los dos cromosomas
relevantes para uno o ambos padres de la diana.

Plasma materno se refiere a la porcion de plasma de la sangre de una mujer que estd embarazada.
Decision clinica se refiere a cualquier decision de tomar o no una accion que tenga un resultado que afecte
la salud o la supervivencia de un individuo. En el contexto de las pruebas de paternidad prenatales, una
decision clinica puede referirse a una decision de abortar o no abortar un feto. Una decisién clinica también
puede referirse a una decision de realizar mas pruebas o tomar medidas para prepararse para el nacimiento
de un nifio.

Cuadro de diagndstico se refiere a una o una combinaciéon de maquinas disefiadas para realizar uno o una
pluralidad de aspectos de los métodos descritos en este documento. En una realizacién, el cuadro de
diagnéstico puede colocarse en un punto de atencion al paciente. En una realizacion, el cuadro de diagnostico
puede realizar una amplificacion dirigida seguida de secuenciacién. En una realizacién, el cuadro de
diagnéstico puede funcionar sola o con la ayuda de un técnico.

Método basado en informatica o “enfoque basado en informatica” se refiere a un método que depende en
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gran medida de las estadisticas para dar sentido a una gran cantidad de datos. En el contexto del diagndstico
prenatal, se refiere a un método disefiado para determinar el estado de ploidia en uno 0 mas cromosomas o
el estado alélico en uno o mas alelos al inferir estadisticamente el estado mas probable, en lugar de medir
directamente el estado fisico, dado una gran cantidad de datos genéticos, por ejemplo, de una matriz
molecular o secuenciacion. En una realizacion de la presente divulgacion, la técnica basada en informatica
puede ser una descrita en esta patente. En una realizacién de la presente descripcion, puede ser PARENTAL
SUPPORT™.

Enriquecimiento preferencial de ADN que corresponde a uno o una pluralidad de loci, o el enriquecimiento
preferencial de ADN en uno o una pluralidad de loci, se refiere a cualquier método que da como resultado el
porcentaje de moléculas de ADN en una mezcla de ADN posterior al enriquecimiento que corresponde a los
loci son mas altos que el porcentaje de moléculas de ADN en la mezcla de ADN de pre-enriquecimiento que
corresponde a los loci. El método puede implicar la amplificacion selectiva de moléculas de ADN que
corresponden a los loci. EIl método puede implicar la eliminacién de moléculas de ADN que no corresponden
a los loci.

Amplificacion se refiere a un método que aumenta el nimero de copias de una molécula de ADN.
Amplificacion selectiva puede referirse a un método que aumenta el numero de copias de una molécula
particular de ADN, o moléculas de ADN que corresponden a una regién particular de ADN. También puede
referirse a un método que aumenta el nUmero de copias de una molécula de ADN dirigida particular, o una
region de ADN dirigida mas de lo que aumenta las moléculas o regiones de ADN no dirigidas. La amplificacion
selectiva puede ser un método de enriquecimiento preferencial.

Secuencia de cebado universal se refiere a una secuencia de ADN que se puede agregar a una poblacion de
moléculas de ADN diana, por ejemplo mediante ligadura, PCR o PCR mediada por ligadura. Una vez
agregados a la poblacién de moléculas objetivo, se pueden usar cebadores especificos para las secuencias
de cebado universales para amplificar la poblacion diana usando un solo par de cebadores de amplificacién.
Las secuencias de cebado universales generalmente no estan relacionadas con las secuencias diana.
Adaptadores universales, o “adaptadores de ligadura” o “etiquetas de biblioteca” son moléculas de ADN que
contienen una secuencia de cebado universal que se puede unir covalentemente al extremo 5-cebado y 3-
cebado de una poblacion de moléculas de ADN bicatenario diana. La adicion de los adaptadores proporciona
secuencias de cebado universales al extremo 5-cebado y 3-cebado de la poblacién diana desde la cual puede
tener lugar la amplificacién por PCR, amplificando todas las moléculas de la poblacién diana, utilizando un
Unico par de cebadores de amplificacion.

Orientacion se refiere a un método utilizado para amplificar selectivamente o enriquecer de manera
preferencial aquellas moléculas de ADN que corresponden a un conjunto de loci, en una mezcla de ADN.
Hipdtesis se refiere a la posibilidad de que el supuesto padre sea el padre bioldgico del feto, o que el supuesto
padre no sea el padre bioldgico del feto.

Determinacion, establecimiento y el calculo pueden usarse indistintamente.

Contextos parentales

[0053] El contexto parental se refiere al estado genético de un alelo dado, en cada uno de los dos cromosomas
relevantes para uno o ambos de los dos padres de la diana. Tenga en cuenta que, en una realizacion, el contexto
parental no se refiere al estado alélico de la diana, sino que se refiere al estado alélico de los padres. El contexto
parental para un SNP dado puede consistir en cuatro pares de bases, dos paternos y dos maternos; pueden ser iguales
o diferentes entre si. Normalmente se escribe como "mimz|fif2", donde m1y mz2son el estado genético del SNP dado
en los dos cromosomas maternos, y fi y f2 son el estado genético del SNP en los dos cromosomas paternos. En
algunas realizaciones, el contexto parental puede escribirse como "fifzlmimz". Tenga en cuenta que los subindices "1"
y "2" se refieren al genotipo, en el alelo dado, del primer y segundo cromosoma; También tenga en cuenta que la
eleccion de qué cromosoma esta marcado como "1" y cudl estd marcado como "2" puede ser arbitrario.

[0054] Obsérvese que en esta descripcion, A y B se utilizan a menudo para representar genéricamente base de
identidades de pares; A o B podrian representar igualmente C (citosina), G (guanina), A (adenina) o T (timina). Por
ejemplo, si, en un alelo basado en SNP dado, el genotipo de la madre era T en ese SNP en un cromosoma, y G en
ese SNP en el cromosoma homélogo, y el genotipo del padre en ese alelo es G en ese SNP en ambos cromosomas
homélogos, se puede decir que el alelo del individuo diana tiene el contexto parental de AB|BB; también se podria
decir que el alelo tiene el contexto parental de ABJAA. Tenga en cuenta que, en teoria, cualquiera de los cuatro
nucledtidos posibles podria ocurrir en un alelo dado vy, por lo tanto, es posible, por ejemplo, que la madre tenga un
genotipo de AT y que el padre tenga un genotipo de GC en un determinado alelo. Sin embargo, los datos empiricos
indican que en la mayoria de los casos solo se observan dos de los cuatro pares de bases posibles en un alelo dado.
Es posible, por ejemplo, cuando se usan repeticiones en tandem individuales, tener mas de dos contextos parentales,
mas de cuatro e incluso mas de diez. En esta descripcion, la discusién supone que solo se observaran dos posibles
pares de bases en un alelo dado, aunque las realizaciones descritas en el presente documento podrian modificarse
para tener en cuenta los casos en los que esta suposicion no es valida.

[0055] Un "contexto parental" puede referirse a un conjunto o subconjunto de SNPs diana que tienen el mismo contexto

parental. Por ejemplo, si uno midiera 1.000 alelos en un cromosoma dado en un individuo diana, entonces el contexto
AA|BB podria referirse al conjunto de todos los alelos en el grupo de 1.000 alelos donde el genotipo de la madre del

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2770342 T3

objetivo era homocigoto, y el genotipo del padre del objetivo es homocigoto, pero donde el genotipo materno y el
genotipo paterno son diferentes en ese lugar. Si los datos de los padres no estan en fase, y por lo tanto AB = BA,
entonces hay nueve posibles contextos parentales: AA|AA, AA|AB, AA|BB, AB|AA, AB|AB, AB|BB, BB|AA, BB|AB y
BB|BB. Si los datos parentales estan en fases, y por lo tanto AB ~ BA, entonces hay dieciséis contextos parentales
diferentes posibles: AAJAA, AAJAB, AA|BA, AA|BB, AB|AA, AB|AB, AB|BA, AB|BB, BAJAA, BA|AB, BA|BA, BA|BB,
BB|AA, BB|AB, BB|BA y BB|BB. Cada alelo SNP en un cromosoma, excluyendo algunos SNP en los cromosomas
sexuales, tiene uno de estos contextos parentales. El conjunto de SNP en donde el contexto parental para uno de los
padres es heterocigoto puede denominarse el contexto heterocigoto.

Diferentes implementaciones de las realizaciones actualmente divulgadas

[0056] Se describen métodos en el presente documento para determinar la paternidad de un individuo diana. El
individuo diana puede ser un blastémero, un embrién o un feto. En la presente divulgacién, un método para determinar
la paternidad de un individuo puede incluir cualquiera de los pasos descritos en este documento, y combinaciones de
los mismos: la fuente del material genético que se utilizara para determinar la paternidad del feto puede ser células
fetales, como los glébulos rojos fetales nucleados, aislados de la sangre materna. El método puede implicar obtener
una muestra de sangre de la madre embarazada. En la presente descripcion, el material genético que se utilizara para
determinar la paternidad del feto puede liberar ADN flotante del plasma materno, donde el ADN flotante libre puede
estar compuesto por una mezcla de ADN fetal y materno.

[0057] La fuente del material genético del feto pueden ser células fetales, tales como los glébulos rojos fetales
nucleados, aislados de la sangre materna. El método puede implicar obtener una muestra de sangre de la madre
embarazada. El método puede implicar aislar un glébulo rojo fetal utilizando técnicas visuales, basadas en la idea de
que una determinada combinacion de colores esta asociada de forma exclusiva con los glébulos rojos nucleados, y
una combinacion similar de colores no estéa asociada con ninguna otra célula presente en la sangre de la madre. La
combinacion de colores asociados con los glébulos rojos nucleados puede incluir el color rojo de la hemoglobina
alrededor del nucleo, cuyo color puede hacerse mas distintivo por tincién, y el color del material nuclear que puede
tefiirse, por ejemplo, azul. Al aislar las células de la sangre materna y esparcirlas sobre un portaobjetos, y luego
identificar aquellos puntos en los que se ve tanto rojo (de la hemoglobina) como azul (del material nuclear), se puede
identificar la ubicacion de las células de sangre roja nucleadas. Entonces se puede extraer esos glébulos rojos
nucleados usando un micromanipulador, usar técnicas de genotipado y/o secuenciacion para medir aspectos del
genotipo del material genético en esas células.

[0058] En una realizacién, se puede manchar los glébulos rojos nucleados con un troquel que sélo emite fluorescencia
en presencia de la hemoglobina fetal y no hemoglobina materna, y asi eliminar la ambigtiedad entre si un glébulo rojo
nucleado se deriva de la madre o el feto. Algunas realizaciones de la presente divulgacion pueden implicar la tincion
o de otro modo marcar material nuclear. Algunas realizaciones de la presente divulgacién pueden implicar marcar
especificamente material nuclear fetal usando anticuerpos especificos de células fetales.

[0059] Hay muchas otras maneras para aislar las células fetales de la sangre materna, o el ADN fetal de la sangre
materna, o para muestras Enrich de material genético fetal en la presencia de material genético materno. Algunos de
estos métodos se enumeran aqui, pero esto no pretende ser una lista exhaustiva. Algunas técnicas apropiadas se
enumeran aqui por conveniencia: uso de anticuerpos marcados con fluorescencia o de otro modo, cromatografia de
exclusién por tamario, etiquetas de afinidad marcadas magnéticamente o de otro modo, diferencias epigenéticas, como
metilacién diferencial entre las células maternas y fetales en alelos especificos, centrifugacion en gradiente de
densidad seguida por agotamiento de CD45/14 y seleccion positiva para CD71 de células CD45/14 negativas,
gradientes de Percoll simples o dobles con diferentes osmolalidades, o0 método de lectina especifica de galactosa.

[0060] En algunas realizaciones, la muestra genética puede ser preparada, aislada y/o purificada. En algunas
realizaciones, la muestra puede centrifugarse para separar varias capas. En algunas realizaciones, la preparacion del
ADN puede implicar amplificacion, separacion, purificacién por cromatografia, purificacién por electroforesis, filtracion,
separacion liquido-liquido, aislamiento, precipitacién, enriquecimiento preferencial, amplificacion preferencial,
amplificacion dirigida o cualquiera de una serie de otras técnicas conocidas en la técnica o descritas aqui.

[0061] En algunas realizaciones, el método de la presente descripcién puede implicar la amplificacién de ADN. La
amplificacion del ADN, un proceso que transforma una pequefia cantidad de material genético en una mayor cantidad
de material genético que comprende un conjunto similar de datos genéticos, puede realizarse mediante una amplia
variedad de métodos, que incluyen, entre otros, la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Un método para
amplificar el ADN es la amplificacion del genoma completo (WGA). Hay varios métodos disponibles para WGA: PCR
mediada por ligadura (LM-PCR), PCR de cebador oligonucleotidico degenerado (DOP-PCR) y amplificacién de
desplazamiento multiple (MDA). En LM-PCR, las secuencias cortas de ADN llamadas adaptadores estan ligadas a
extremos romos de ADN. Estos adaptadores contienen secuencias de amplificacién universal, que se utilizan para
amplificar el ADN por PCR. En DOP-PCR, los cebadores aleatorios que también contienen secuencias de
amplificacion universal se usan en una primera ronda de recocido y PCR. Luego, se utiliza una segunda ronda de PCR
para amplificar mas las secuencias con las secuencias de cebadores universales. MDA utiliza la polimerasa phi-29,
que es una enzima altamente especifica y no procesadora que replica el ADN y se ha utilizado para el analisis de
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células individuales. La amplificacion del genoma completo de una sola célula se ha utilizado con éxito para una
variedad de aplicaciones durante varios afnos. Existen otros métodos para amplificar el ADN de una muestra de ADN.
La amplificacion de ADN transforma la muestra inicial de ADN en una muestra de ADN que es similar en el conjunto
de secuencias, pero de cantidades mucho mayores. En algunos casos, la amplificacién puede no ser necesaria.

[0062] En algunas realizaciones, el ADN se puede amplificar usando una amplificacién universal, como WGA o MDA.
En algunas realizaciones, el ADN puede amplificarse mediante amplificacién dirigida, por ejemplo usando PCR dirigida
o sondas de circularizacién. En algunas realizaciones, el ADN puede enriquecerse preferentemente usando un método
de amplificacién dirigido, o un método que da como resultado la separacion total o parcial del ADN deseado del ADN
no deseado, tal como la captura mediante enfoques de hibridacion. En algunas realizaciones, el ADN puede
amplificarse usando una combinacién de un método de amplificacion universal y un método de enriquecimiento
preferencial. Una descripcion mas completa de algunos de estos métodos se puede encontrar en otra parte de este
documento.

[0063] Los datos genéticos del individuo diana y/o de la persona relacionada puede transformarse de un estado
molecular a un estado electronico mediante la medicién del material genético apropiado el uso de herramientas y/o
técnicas tomadas de un grupo que incluye, pero no limitado a: microarrays de genotipado y secuenciacion de alto
rendimiento. Algunos métodos de secuenciacion de alto rendimiento incluyen la secuenciacion de ADN de Sanger, la
secuencia de pirosecuenciacion, la plataforma ILLUMINA SOLEXA, ILLUMINA’s GENOME ANALYZER o la plataforma
de secuenciacion 454 de APPLIED BIOSYSTEM, la plataforma de HELICOS's TRUE SINGLE MOLECULE
SEQUENCING, el método de secuenciacion de microscopios HALCYON MOLECULAR o cualquier otro método de
secuencia de microscopio electronico. Todos estos métodos transforman fisicamente los datos genéticos
almacenados en una muestra de ADN en un conjunto de datos genéticos que generalmente se almacenan en un
dispositivo de memoria en el camino al procesamiento.

[0064] Datos genéticos de un individuo relevante se pueden medir mediante sustancias de analisis tomadas de un
grupo que incluye, pero no limitado a: tejido diploide mayor del individuo, una o mas células diploides de los uno 0 mas
haploides individuales, las células de la persona, uno o mas blastdémeros del individuo diana, material genético
extracelular encontrado en el individuo, material genético extracelular del individuo encontrado en la sangre materna,
células del individuo encontradas en sangre materna, uno o mas embriones creados a partir de un gameto del individuo
relacionado, uno o mas blastdmeros tomados de dicho embrién, material genético extracelular encontrado en el
individuo relacionado, material genético que se sabe que se origind del individuo relacionado y combinaciones del
mismo.

[0065] En algunas realizaciones, la probabilidad de que un presunto padre es el padre bioloégico de un feto se puede
calcular. En algunas realizaciones, la determinacion de paternidad se puede usar para tomar una decision clinica. Este
conocimiento, tipicamente almacenado como una disposicién fisica de la materia en un dispositivo de memoria, puede
transformarse en un informe. Entonces se puede actuar sobre el informe. Por ejemplo, la decision clinica puede ser
interrumpir el embarazo; alternativamente, la decisién clinica puede ser continuar el embarazo.

[0066] En una realizacion de la presente exposicién, cualquiera de los métodos descritos en el presente documento
pueden ser modificados para permitir maltiples objetivos para provenir de un mismo individuo diana, por ejemplo,
multiples extracciones de sangre de la misma madre embarazada. Esto puede mejorar la precision del modelo, ya que
multiples mediciones genéticas pueden proporcionar mas datos con los que se puede determinar el genotipo diana.
En una realizacién, un conjunto de datos genéticos diana sirvié como los datos primarios que se informaron, y el otro
sirvi6 como datos para verificar dos veces los datos genéticos diana primarios. En una realizacién, una pluralidad de
conjuntos de datos genéticos, cada uno medido a partir de material genético tomado del individuo diana, se consideran
en paralelo, y por lo tanto ambos conjuntos de datos genéticos diana sirven para ayudar a determinar la paternidad
del feto.

[0067] En una realizacion, el método puede ser utilizado para el propdsito de la prueba de paternidad. Por ejemplo,
dada la informacién genotipica basada en SNP de la madre, y de un hombre que puede o no ser el padre genético, y
la informacién genotipica medida de la muestra mixta, es posible determinar si la informacién genotipica del hombre
realmente representa ese padre genético real del feto gestante. Una manera simple de hacer esto es simplemente
mirar los contextos donde la madre es AA y el posible padre es AB o BB. En estos casos, uno puede esperar ver que
el padre contribuya la mitad (AA|AB) o |a totalidad (AA|BB) del tiempo, respectivamente. Teniendo en cuenta la ADO
esperada, es sencillo determinar si los SNP fetales que se observan estan correlacionados o no con los del posible
padre. Otros métodos para hacer una determinacién de paternidad se describen en otra parte de este documento.

[0068] En una realizacion de la presente descripcion, una madre embarazada quisiera determinar si un hombre es el
padre biolégico de su feto. Ella va a su médico, y le da una muestra de su sangre, y ella y su esposo le dan muestras
de su propio ADN de hisopos. Un investigador de laboratorio genotipifica el ADN de los padres utilizando el protocolo
MDA para amplificar el ADN de los padres y las matrices de ILLUMINA INFINIUM para medir los datos genéticos de
los padres en una gran cantidad de SNP. Luego, el investigador hace girar la sangre, toma el plasma y aisla una
muestra de ADN flotante mediante cromatografia de exclusién por tamano. Alternativamente, el investigador usa uno
0 mas anticuerpos fluorescentes, como uno especifico de la hemoglobina fetal para aislar un glébulo rojo fetal
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nucleado. Luego, el investigador toma el material genético fetal aislado o enriquecido y lo amplifica utilizando una
biblioteca de oligonucleétidos de 70 meros adecuadamente disefiados de tal manera que dos extremos de cada
oligonucleotido corresponden a las secuencias flanqueantes a cada lado de un alelo diana. Tras la adicién de una
polimerasa, ligasa y los reactivos apropiados, los oligonucleétidos se sometieron a una circularizacién de llenado de
huecos, capturando el alelo deseado. Se afadié6 una exonucleasa, inactivada por calor, y los productos se usaron
directamente como plantilla para la amplificacion por PCR. Los productos de PCR se secuenciaron en un ILLUMINA
GENOME ANALYZER. Las lecturas de secuencia se usaron como entrada para el método PARENTAL SUPPORT™,
que luego predijo el estado de ploidia del feto. El método determina que el supuesto padre no es el padre biologico
del feto, y calcula una confianza en la determinacién del 99,98%. Se genera un informe que revela tanto la
determinacion de paternidad como la confianza de la determinacion.

[0069] En otra realizacion, una mujer que esta embarazada desea saber si un hombre es el padre bioldgico de su feto.
El obstetra toma una muestra de sangre de la madre y el padre. La sangre se envia a un laboratorio, donde un técnico
centrifuga la muestra materna para aislar el plasma y la capa leucocitaria. EI ADN en la capa leucocitaria y la muestra
de sangre paterna se transforman mediante amplificacion y los datos genéticos codificados en el material genético
amplificado se transforman aun mas de los datos genéticos almacenados molecularmente en datos genéticos
almacenados electronicamente ejecutando el material genético en un secuenciador de alto rendimiento para medir
Los genotipos parentales. La muestra de plasma se enriquece preferentemente en un conjunto de loci utilizando un
método de PCR dirigido hemi-anidado de 5.000 plex. La mezcla de fragmentos de ADN se prepara en una biblioteca
de ADN adecuada para la secuenciacion. EI ADN se secuencia luego usando un método de secuenciacién de alto
rendimiento, por ejemplo, el ILLUMINA GAllx GENOME ANALYZER. La secuenciacién transforma la informacion que
esta codificada molecularmente en el ADN en informacién que esta codificada electréonicamente en el hardware de la
computadora. Se puede usar una técnica basada en la informatica que incluye las realizaciones descritas actualmente,
como PARENTAL SUPPORT™, para determinar la paternidad del feto. Esto puede implicar calcular, en una
computadora, recuentos de alelos en la pluralidad de loci polimérficos a partir de las mediciones de ADN realizadas
en la muestra enriquecida; y determinar la probabilidad de que el hombre sea el padre biolégico de su feto. Se
determina que la probabilidad de que el supuesto padre sea el padre biologico del feto es del 99,9999%, y la confianza
de la determinacion de paternidad se calcula en el 99,99%. Se imprime un informe o se envia electronicamente al
obstetra de la mujer embarazada, quien transmite la determinacién a la mujer. La mujer, su esposo y el médico se
sientan y discuten el informe.

[0070] En una realizacion, el material genético en bruto de la madre y el padre se transforma por medio de la
amplificacion a una cantidad de ADN que es similar en secuencia, pero mas grande en cantidad. Luego, mediante un
método de genotipado, los datos genotipicos codificados por los acidos nucleicos se transforman en mediciones
genéticas que pueden almacenarse fisica y/o electrénicamente en un dispositivo de memoria, como los descritos
anteriormente. Los algoritmos relevantes que componen el algoritmo PARENTAL SUPPORT™, cuyas partes
relevantes se analizan en detalle en este documento, se traducen a un programa informatico, utilizando un lenguaje
de programacion. Luego, a través de la ejecucion del programa de computadora en el hardware de la computadora,
en lugar de ser bits y bytes fisicamente codificados, dispuestos en un patrén que representa los datos de medicién sin
procesar, se transforman en un patrén que representa una determinacion de alta confianza de la paternidad del feto.
Los detalles de esta transformacion dependeran de los datos en si mismos y del lenguaje informatico y del sistema de
hardware utilizado para ejecutar el método descrito en este documento. Luego, los datos que estan configurados
fisicamente para representar una determinacién de paternidad de alta calidad del feto se transforman en un informe
que puede enviarse a un profesional de la salud. Esta transformacion puede llevarse a cabo utilizando una impresora
0 una pantalla de computadora. El informe puede ser una copia impresa, en papel u otro medio adecuado, o puede
ser electronico. En el caso de un informe electrénico, puede transmitirse, puede almacenarse fisicamente en un
dispositivo de memoria en una ubicacién en la computadora accesible para el profesional de la salud; también puede
mostrarse en una pantalla para que pueda leerse. En el caso de una visualizacion en pantalla, los datos pueden
transformarse a un formato legible al provocar la transformacion fisica de pixeles en el dispositivo de visualizacién. La
transformacion puede lograrse disparando electrones fisicamente a una pantalla fosforescente, alterando una carga
eléctrica que cambia fisicamente la transparencia de un conjunto especifico de pixeles en una pantalla que puede
estar frente a un sustrato que emite o absorbe fotones. Esta transformacién se puede lograr cambiando la orientacién
a nanoescala de las moléculas en un cristal liquido, por ejemplo, de fase nematica a colestérica o esméctica, en un
conjunto especifico de pixeles. Esta transformacién puede lograrse mediante una corriente eléctrica que hace que se
emitan fotones desde un conjunto especifico de pixeles formados por una pluralidad de diodos emisores de luz
dispuestos en un patrén significativo. Esta transformacion se puede lograr por cualquier otra forma utilizada para
mostrar informacién, como una pantalla de computadora, o algun otro dispositivo de salida o forma de transmitir
informacién. El profesional de la salud puede actuar sobre el informe, de modo que los datos del informe se
transformen en una accion. La accién puede ser continuar o interrumpir el embarazo, en cuyo caso un feto gestante
se transforma en un feto no vivo. Alternativamente, uno puede transformar un conjunto de mediciones genotipicas en
un informe que ayude a un médico a tratar a su paciente embarazada.

[0071] En algunas realizaciones, los métodos descritos en el presente documento pueden usarse en una edad muy
temprana de gestacién, por ejemplo tan pronto como cuatro semanas, tan pronto como cinco semanas, tan pronto
como seis semanas, tan pronto como siete semanas, tan pronto como ocho semanas, tan pronto como nueve
semanas, tan pronto como diez semanas, tan pronto como once semanas, y tan pronto como doce semanas.
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[0072] Cualquiera de las realizaciones descritas en el presente documento puede implementarse en circuitos
electronicos digitales, circuitos integrados, ASIC especialmente disefiados (circuitos integrados especificos de la
aplicacién), hardware de computadora, firmware, software o en combinaciones de los mismos. El aparato de las
realizaciones descritas actualmente puede implementarse en un producto de programa informatico incorporado de
forma tangible en un dispositivo de almacenamiento legible por maquina para su ejecucion por un procesador
programable; y los pasos del método de las realizaciones divulgadas actualmente pueden ser realizadas por un
procesador programable que ejecuta un programa de instrucciones para realizar funciones de las realizaciones
divulgadas actualmente operando datos de entrada y generando salida. Las realizaciones descritas actualmente
pueden implementarse ventajosamente en uno o mas programas informaticos que son ejecutables y/o interpretables
en un sistema programable que incluye al menos un procesador programable, que puede tener un propdsito especial
0 general, acoplado para recibir datos e instrucciones de, y para transmitir datos e instrucciones a un sistema de
almacenamiento, al menos un dispositivo de entrada y al menos un dispositivo de salida. Cada programa de
computadora puede implementarse en un lenguaje de programacion orientado a objetos o de procedimientos de alto
nivel o en lenguaje ensamblador o de maquina si se desea; y, en cualquier caso, el idioma puede ser un lenguaje
compilado o interpretado. Un programa de computadora puede implementarse en cualquier forma, incluso como un
programa independiente, o como un médulo, componente, subrutina u otra unidad adecuada para su uso en un entorno
informatico. Un programa de computadora puede implementarse para ser ejecutado o interpretado en una
computadora o en varias computadoras en un sitio, o distribuido en multiples sitios e interconectado por una red de
comunicacion.

[0073] Los medios de almacenamiento legibles por computadora, como se usan en este documento, se refieren al
almacenamiento fisico o tangible (en oposicion a las sefales) e incluyen, entre otros, medios volatiles y no volatiles,
extraibles y no extraibles implementados en cualquier método o tecnologia para el almacenamiento tangible de
informacién como instrucciones legibles por computadora, estructuras de datos, médulos de programa u otros datos.
Los medios de almacenamiento legibles por computadora incluyen, entre otros, RAM, ROM, EPROM, EEPROM,
memoria flash u otra tecnologia de memoria de estado sélido, CD-ROM, DVD u otro almacenamiento Optico, casetes
magnéticos, cinta magnética, almacenamiento en disco magnético o otros dispositivos de almacenamiento magnético,
o cualquier otro medio fisico o material que se pueda utilizar para almacenar de manera tangible la informacion o datos
o instrucciones deseadas y al que pueda acceder una computadora o procesador.

Enriquecimiento y secuenciacion dirigidos

[0074] El uso de una técnica para enriquecer una muestra de ADN en un conjunto de loci diana seguido de
secuenciacion como parte de un método para la llamada de alelos prenatales no invasivos o llamadas de ploidia puede
conferir una serie de ventajas inesperadas. En algunas realizaciones de la presente divulgacién, el método implica
medir datos genéticos para su uso con un método basado en informatica, tal como PARENTAL SUPPORT™ (PS). El
resultado final de algunas de las realizaciones son los datos genéticos accionables de un embrion o un feto. Hay
muchos métodos que pueden usarse para medir los datos genéticos del individuo y/o los individuos relacionados como
parte de los métodos incorporados. En una realizacion, se describe un método para enriquecer la concentracion de
un conjunto de alelos dirigidos en el presente documento, el método comprende uno 0 mas de los siguientes pasos:
amplificacion dirigida de material genético, adicion de sondas de oligonucleétidos especificos de loci, ligadura de
cadenas de ADN especificas, aislamiento de conjuntos de ADN deseado, eliminacion de componentes no deseados
de una reaccion, deteccion de ciertas secuencias de ADN por hibridacién y deteccion de la secuencia de una o una
pluralidad de cadenas de ADN por métodos de secuenciacion de ADN. En algunos casos, las cadenas de ADN pueden
referirse al material genético diana, en algunos casos pueden referirse a cebadores, en algunos casos pueden referirse
a secuencias sintetizadas, o combinaciones de las mismas. Estos pasos pueden llevarse a cabo en diferentes érdenes.
Dada la naturaleza altamente variable de la biologia molecular, generalmente no es obvio qué métodos, y qué
combinaciones de pasos, funcionaran mal, bien o mejor en diversas situaciones.

[0075] Por ejemplo, un paso de amplificacion universal de la ADN antes de la amplificacién especifica puede conferir
varias ventajas, tales como eliminando el riesgo de cuellos de botella y reducir el sesgo alélica. EIl ADN puede
mezclarse con una sonda de oligonucleétidos que puede hibridarse con dos regiones vecinas de la secuencia diana,
una a cada lado. Después de la hibridacién, los extremos de la sonda se pueden conectar agregando una polimerasa,
un medio para la ligadura y cualquier reactivo necesario para permitir la circularizacién de la sonda. Después de la
circularizacién, se puede agregar una exonucleasa para digerir el material genético no circulado, seguido de la
deteccion de la sonda circularizada. EI ADN puede mezclarse con cebadores de PCR que pueden hibridarse con dos
regiones vecinas de la secuencia diana, una a cada lado. Después de la hibridacion, los extremos de la sonda pueden
conectarse agregando una polimerasa, un medio para la ligadura y cualquier reactivo necesario para completar la
amplificacion por PCR. EI ADN amplificado o no amplificado puede ser dirigido por sondas de captura hibridas que se
dirigen a un conjunto de loci; después de la hibridacién, la sonda puede localizarse y separarse de la mezcla para
proporcionar una mezcla de ADN enriquecida en secuencias diana.

[0076] En algunas realizaciones, la deteccion del material genético diana se puede realizar de una manera
multiplexada. El nUmero de secuencias genéticas diana que pueden ejecutarse en paralelo puede variar de uno a diez,
diez a cien, cien a mil, mil a diez mil, diez mil a cien mil, cien mil a un millén, o de un millén a diez millones. Tenga en
cuenta que la técnica anterior incluye divulgaciones de reacciones de PCR multiplexadas exitosas que involucran
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grupos de hasta aproximadamente 50 o 100 cebadores, y no més. Los intentos anteriores de multiplexar méas de 100
cebadores por grupo han dado como resultado problemas significativos con reacciones secundarias no deseadas,
como la formacién de cebador-dimero.

[0077] En algunas realizaciones, este método puede ser utilizado para determinar el genotipo de una sola célula, un
pequefio nimero de células, dos a cinco células, seis a diez células, diez a veinte células, veinte a cincuenta células,
cincuenta a cien células, cien a mil células, o una pequefia cantidad de ADN extracelular, por ejemplo de uno a diez
picogramos, de diez a cien picogramos, de cien picogramos a un nanogramo, de uno a diez nanogramos, de diez a
cien nanogramos, o de cien nanogramos a un microgramo.

[0078] El uso de un método para orientar ciertos loci seguidos de la secuenciacion como parte de un método para el
alelo de llamada o ploidia que llama puede conferir un nimero de ventajas inesperadas. Algunos métodos por los
cuales el ADN puede ser dirigido, o preferentemente enriquecido, incluyen el uso de sondas de circularizacion, sondas
invertidas unidas (LIP, MIP), captura mediante métodos de hibridacion como SURESELECT vy estrategias de
amplificacion de PCR mediadas por PCR o ligadura.

[0079] En algunas realizaciones, un método de la presente descripcion implica la medicidn de los datos genéticos para
uso con un método basado, tal como PARENTAL SUPPORT™ (PS). PARENTAL SUPPORT™ es un enfoque basado
en la informatica para manipular datos genéticos, cuyos aspectos se describen en este documento. El resultado final
de algunas de las realizaciones son los datos genéticos accionables de un embrién o un feto seguidos de una decisién
clinica basada en los datos accionables. Los algoritmos detras del método PS toman los datos genéticos medidos del
individuo diana, a menudo un embrién o feto, y los datos genéticos medidos de individuos relacionados, y pueden
aumentar la precision con la que se conoce el estado genético del individuo diana. En una realizacién, los datos
genéticos medidos se usan en el contexto de hacer determinaciones de paternidad durante el diagnéstico genético
prenatal. Existen muchos métodos que pueden usarse para medir los datos genéticos del individuo y/o los individuos
relacionados en los contextos mencionados anteriormente. Los diferentes métodos comprenden varios pasos, que a
menudo implican la amplificacion de material genético, la adicién de sondas de olgionucleétidos, la ligadura de
cadenas de ADN especificas, el aislamiento de conjuntos de ADN deseado, la eliminacién de componentes no
deseados de una reaccion, la deteccién de ciertas secuencias de ADN por hibridacion, deteccién de la secuencia de
una o una pluralidad de cadenas de ADN mediante métodos de secuenciacion de ADN. En algunos casos, las cadenas
de ADN pueden referirse al material genético diana, en algunos casos pueden referirse a cebadores, en algunos casos
pueden referirse a secuencias sintetizadas o combinaciones de las mismas. Estos pasos pueden llevarse a cabo en
diferentes 6rdenes. Dada la naturaleza altamente variable de la biologia molecular, generalmente no es obvio qué
métodos, y qué combinaciones de pasos, funcionaran mal, bien o mejor en diversas situaciones.

[0080] Algunas realizaciones de la presente descripcion implican el uso de "Linked Inverted Probes" (labios), que han
sido descritos previamente en la literatura. LIP es un término genérico destinado a abarcar tecnologias que implican
la creacién de una molécula circular de ADN, donde las sondas estan disefiadas para hibridarse con la regién diana
de ADN en cualquier lado de un alelo dirigido, de modo que se agreguen las polimerasas y/o ligasas apropiadas, y las
condiciones apropiadas, tampones y otros reactivos, completaran la region de ADN invertida complementaria a través
del alelo diana para crear un bucle circular de ADN que capture la informacién encontrada en el alelo diana. Los LIP
también pueden denominarse sondas pre-circularizadas, sondas pre-circulares o sondas circulares. La sonda de LIP
puede ser una molécula de ADN lineal entre 50 y 500 nucledtidos de longitud, y en una realizacion entre 70 y 100
nucleétidos de longitud; en algunas realizaciones, puede ser mas largo o mas corto que el descrito aqui. Otras
realizaciones de la presente divulgacién implican diferentes realizaciones de la tecnologia de LIP, tales como las
sondas de candado y las sondas de inversion molecular (MIP).

[0081] Un método para lugares especificos diana para la secuenciacion es sintetizar sondas en las que el 3'y 5' de
las sondas hibridan con ADN diana en lugares adyacentes a y a cada lado de la regién diana, de una manera invertida,
de modo que la adicion de ADN polimerasa y ADN ligasa da como resultado la extension desde el extremo 3/,
agregando bases a la sonda monocatenaria que son complementarias a la molécula diana (rellenado de espacio),
seguido de la ligadura del nuevo extremo 3’ al extremo 5' de la sonda original que da como resultado una molécula de
ADN circular que puede aislarse posteriormente del ADN de fondo. Los extremos de la sonda estan disefiados para
flanquear la regién de interés diana. Un aspecto de este enfoque se denomina cominmente MIPS y se ha utilizado en
conjuncion con las tecnologias de la matriz para determinar la naturaleza de la secuencia llenada.

[0082] PCR mediada por la ligadura es el método de PCR utilizado para enriquecer preferentemente una muestra de
ADN mediante la amplificacion de uno o una pluralidad de loci en una mezcla de ADN, el método comprende: obtener
un conjunto de pares de cebadores, donde cada cebador en el par contiene una secuencia especifica diana y una
secuencia no diana, donde la secuencia especifica diana esta disefiada para recocer una region diana, una aguas
arriba y una aguas abajo del sitio polimorfico; polimerizacion del ADN desde el extremo 3-cebado del cebador aguas
arriba para llenar la region de cadena sencilla entre él y el extremo 5-cebado del cebador aguas abajo con nucleétidos
complementarios a la molécula diana; ligacion de la Ultima base polimerizada del cebador aguas arriba a la base
adyacente de 5-cebado del cebador aguas abajo; y amplificacion de solo moléculas polimerizadas y ligadas usando
las secuencias no diana contenidas en el extremo 5 del cebador aguas arriba y el extremo 3 del cebador aguas abajo.
Los pares de cebadores diana distintos pueden mezclarse en la misma reaccion. Las secuencias no diana sirven como
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secuencias universales de modo que todos los pares de cebadores que se han polimerizado y ligado con éxito pueden
amplificarse con un solo par de cebadores de amplificacion.

[0083] En una realizacion, una muestra de ADN se puede enriquecer preferentemente utilizando una captura por el
enfoque de hibridacién. Algunos ejemplos de captura comercial mediante tecnologias de hibridacion incluyen
SURESELECT de AGILENT y TRUSEQ de ILLUMINA. En la captura por hibridacién, un conjunto de oligonucleétidos
que es complementario o mayormente complementario de las secuencias deseadas se hibrida con una mezcla de
ADN vy luego se separa fisicamente de la mezcla. Una vez que las secuencias deseadas se han hibridado con los
oligonucledtidos de direccionamiento, el efecto de eliminar fisicamente los oligonucleétidos de direccionamiento es
eliminar también las secuencias diana. Una vez que se eliminan los oligos hibridados, se pueden calentar por encima
de su temperatura de fusién y se pueden amplificar. Algunas formas de eliminar fisicamente los oligonucleétidos de
direccionamiento es uniendo covalentemente los oligos de direccionamiento a un soporte s6lido, por ejemplo, un
cordén magnético o un chip. Otra forma de eliminar fisicamente los oligonucleétidos de direccionamiento es uniéndolos
covalentemente a un resto molecular con una fuerte afinidad por otro resto molecular. Un ejemplo de dicho par
molecular es la biotina y la estreptavidina, como se usa en SURESELECT. Por lo tanto, las secuencias dirigidas
podrian unirse covalentemente a una molécula de biotina, y después de la hibridacion, se puede usar un soporte sélido
con estreptavidina fijada para derribar los oligonucleétidos biotinilados, a los que se hibridan con las secuencias diana.

[0084] En algunas realizaciones, la PCR se puede utilizar para ubicaciones especificas diana del genoma. En muestras
de plasma, el ADN original esta altamente fragmentado (tipicamente menos de 500 pb, con una longitud promedio
inferior a 200 pb). En la PCR, los cebadores directos e inversos deben recocerse en el mismo fragmento para permitir
la amplificacion. Por lo tanto, si los fragmentos son cortos, los ensayos de PCR también deben amplificar regiones
relativamente cortas. El ensayo de PCR se puede generar en grandes cantidades, sin embargo, las interacciones
entre diferentes ensayos de PCR hacen que sea dificil multiplexarlos mas alla de aproximadamente cien ensayos. Se
pueden usar varios enfoques moleculares complejos para aumentar el nivel de multiplexacion, pero aun se puede
limitar a menos de 100, quizas 200 o posiblemente 500 ensayos por reaccion. Las muestras con grandes cantidades
de ADN pueden dividirse entre multiples reacciones secundarias y luego recombinarse antes de la secuenciacion.
Para las muestras donde la muestra general o alguna subpoblacion de moléculas de ADN es limitada, la division de
la muestra introduciria ruido estadistico. En una realizacion, una cantidad pequefa o limitada de ADN puede referirse
a una cantidad inferior a 10 pg, entre 10y 100 pg, entre 100 pg y 1 ng, entre 1 y 10 ng, o entre 10 y 100 ng. Tenga en
cuenta que si bien este método es particularmente Util en pequefias cantidades de ADN donde otros métodos que
implican dividirse en mdltiples grupos pueden causar problemas significativos relacionados con el ruido estocéastico
introducido, este método aun proporciona el beneficio de minimizar el sesgo cuando se ejecuta en muestras de
cualquier cantidad de ADN En estas situaciones, se puede usar un paso de preamplificacién universal para aumentar
la cantidad total de muestra. |dealmente, este paso de preamplificacion no deberia alterar apreciablemente las
distribuciones alélicas.

[0085] En general, para llevar a cabo la secuenciacion dirigida de mdltiples dianas (n) de una muestra (mayor que 50,
mayor que 100, mayor que 500, o0 mayor que 1.000), se puede dividir la muestra en una serie de reacciones paralelas
que amplificar una o un numero menor de dianas individuales. Esto se ha realizado en placas de pocillos multiples de
PCR o se puede hacer en plataformas comerciales como la FLUIDIGM ACCESS ARRAY (48 reacciones por muestra
en chips microfluidicos) o DROPLET PCR por RAIN DANCE TECHNOLOGY (100s a unos pocos miles de dianas).
Desafortunadamente, estos métodos de division y agrupacion son problematicos para las muestras con una cantidad
limitada de ADN, ya que a menudo no hay suficientes copias del genoma para garantizar que haya una copia de cada
region del genoma en cada pocillo. Esto es un problema especialmente grave cuando los loci polimorficos estan
dirigidos, y se necesitan las proporciones relativas de los alelos en los loci polimérficos, ya que el ruido estocastico
introducido por la division y la agrupacion causara mediciones muy poco precisas de las proporciones de los alelos
que estuvieron presentes en la muestra original de ADN. Aqui se describe un método para amplificar de manera
efectiva y eficiente muchas reacciones de PCR que es aplicable a casos en los que solo esta disponible una cantidad
limitada de ADN. En una realizacion, el método puede aplicarse para el andlisis de células individuales, fluidos
corporales, mezclas de ADN tales como el ADN flotante libre que se encuentra en plasma materno, biopsias, muestras
ambientales y/o forenses.

[0086] En una realizacion, la secuencia especifica puede implicar uno, una pluralidad o todos los siguientes pasos. a)
Generar y amplificar universalmente una biblioteca con secuencias adaptadoras en ambos extremos de los fragmentos
de ADN. b) Dividir en multiples reacciones después de la amplificacién de la biblioteca. c) Realizar una amplificacion
de aproximadamente 100-plex, aproximadamente 1000-plex, o aproximadamente 10.000-plex de dianas
seleccionadas utilizando un cebador "directo” especifico de diana por objetivo y un cebador especifico de etiqueta. d)
Realizar una segunda amplificacién de este producto usando cebadores especificos de diana "reverso” y uno (0 mas)
cebadores especificos para una etiqueta universal que se introdujo como parte de los cebadores directos especificos
de diana en la primera ronda. e) Dividir el producto en multiples partes alicuotas y amplificar las subagrupaciones de
dianas en reacciones individuales (por ejemplo, 50 a 500-plex, aunque esto puede usarse hasta un solo complejo. f)
Agrupar productos de reacciones de subagrupaciones paralelos. Durante estas amplificaciones, los cebadores pueden
llevar etiquetas compatibles de secuencia (longitud parcial o total) de modo que los productos puedan secuenciarse.

[0087] En una forma de realizacién, es posible mitigar las pérdidas potenciales en las etapas posteriores mediante la
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amplificacion de la totalidad o una fraccién de la muestra de ADN libre de células original (cfADN). Hay varios métodos
disponibles para amplificar todo el material genético en una muestra, aumentando la cantidad disponible para los
procedimientos posteriores. En una realizacién, los fragmentos de ADN de PCR mediada por ligamiento (LMPCR) se
amplifican por PCR después de la ligadura de uno de los adaptadores distintos, dos adaptadores distintos 0 muchos
adaptadores distintos. En una realizacion, se usa la polimerasa phi-29 de amplificacién de desplazamiento mdltiple
(MDA) para amplificar todo el ADN isotérmicamente. En DOP-PCR y variaciones, se utiliza cebado aleatorio para
amplificar el material de ADN original. Cada método tiene ciertas caracteristicas, como la uniformidad de la
amplificacion en todas las regiones representadas del genoma, la eficiencia de captura y amplificacién del ADN original
y el rendimiento de la amplificacién en funcién de la longitud del fragmento.

[0088] El disefio de ensayo tradicional PCR resulta en pérdidas significativas de moléculas fetales distintas, pero las
pérdidas pueden ser considerablemente reducidas por el disefio de los ensayos de PCR muy cortos, denominados
ensayos de mini-PCR. El ADNc fetal en el suero materno esta altamente fragmentado y los tamafos de los fragmentos
se distribuyen de manera aproximadamente gaussiana con una media de aproximadamente 160 pb, una desviacién
estandar de aproximadamente 15 pb, un tamafio minimo de aproximadamente 100 pb y un tamafio maximo de
aproximadamente 220 bp. La distribucion de las posiciones inicial y final del fragmento con respecto a los
polimorfismos diana, aunque no necesariamente al azar, varia ampliamente entre objetivos individuales y entre todas
las dianas colectivamente y el sitio polimérfico de un locus diana particular puede ocupar cualquier posicion desde el
principio hasta el final entre los diversos fragmentos que se originan en ese lugar. Tenga en cuenta que el término
mini-PCR puede referirse igualmente a la PCR normal sin restricciones ni limitaciones adicionales.

[0089] Durante la PCR, la amplificacion solo se producira a partir de fragmentos de ADN de plantilla que comprenden
sitios de cebador directo e inverso. Debido a que los fragmentos de ADNc fetal son cortos, la probabilidad de que
estén presentes ambos sitios cebadores, la probabilidad de que un fragmento fetal de longitud L que comprenda tanto
los sitios cebadores hacia adelante como hacia atras sea la relacion de la longitud del amplicén a la longitud del
fragmento. En condiciones ideales, los ensayos en los que el amplicén tiene 45, 50, 55, 60, 65 o 70 pb se amplificaran
con éxito de aproximadamente 72%, 69%, 66%, 63%, 59% 0 56%, respectivamente, de moléculas de fragmentos de
plantilla disponibles. La longitud del amplicon es la distancia entre los extremos de 5 cebadores de los sitios de cebado
directo e inverso. La longitud del amplicon que es mas corta que la utilizada tipicamente por los conocidos en la técnica
puede dar como resultado mediciones mas eficientes de los loci polimoérficos deseados al requerir solo lecturas de
secuencia cortas. En una realizacion, una fraccion sustancial de los amplicones debe ser inferior a 100 pb, inferior a
90 pb, inferior a 80 pb, inferior a 70 pb, inferior a 65 pb, inferior a 60 pb, inferior a 55 pb, inferior a 50 pb, 0 menos de
45 pb.

[0090] Obsérvese que en los métodos conocidos en la técnica anterior, los ensayos cortos tales como los descritos
en el presente documento se evitan por lo general debido a que no son necesarios y que imponen considerable
restriccion en el disefio de cebadores mediante la limitacion de la longitud del cebador, el recocido de caracteristicas,
y la distancia entre el cebador directo e inverso.

[0091] PCR multiplex puede implicar una sola ronda de PCR en donde se amplifican todas las dianas o puede implicar
una ronda de PCR seguida de una o mas rondas de PCR anidada o alguna variante de PCR anidada. La PCR anidada
consiste en una ronda o rondas posteriores de amplificacion por PCR utilizando uno o mas cebadores nuevos que se
unen internamente, por al menos un par de bases, a los cebadores utilizados en una ronda anterior. La PCR anidada
reduce el nimero de dianas de amplificacién espurios al amplificar, en reacciones posteriores, solo aquellos productos
de amplificacion del anterior que tienen la secuencia interna correcta. La reduccién de dianas de amplificacién espurias
mejora el nimero de mediciones Utiles que se pueden obtener, especialmente en la secuenciacion. La PCR anidada
tipicamente implica disefiar cebadores completamente internos a los sitios de unién del cebador anteriores, lo que
necesariamente aumenta el tamafio minimo de segmento de ADN requerido para la amplificacién. Para muestras
como el ADNc de plasma materno, en donde el ADN esté altamente fragmentado, el tamafo de ensayo mas grande
reduce el numero de moléculas de ADNc distintas a partir de las cuales se puede obtener una medicién. En una
realizacién, para compensar este efecto, uno puede usar un enfoque de anidamiento parcial en donde uno o ambos
cebadores de la segunda ronda se superponen a los primeros sitios de unién que se extienden internamente un cierto
numero de bases para lograr una especificidad adicional mientras aumentan minimamente el tamano total del ensayo.

[0092] En una realizacién, una agrupacién multiplex de los ensayos de PCR estan disefiados para amplificar SNP
potencialmente heterocigotos o otros loci polimérficos o no polimérficos en uno 0 mas cromosomas y estos ensayos
se utilizan en una Unica reaccion para amplificar el ADN. El nimero de ensayos de PCR puede estar entre 50 y 200
ensayos de PCR, entre 200 y 1.000 ensayos de PCR, entre 1.000 y 5.000 ensayos de PCR, o entre 5.000 y 20.000
ensayos de PCR (50 a 200-plex, 200 a 1.000- plex, 1.000 a 5.000-plex, 5.000 a 20.000-plex, mas de 20.000-plex
respectivamente).

[0093] En una realizacién, una agrupacion de ensayos de PCR 100-plex a-500 plex, 500-plex a 1000-plex, 1000-plex
a 2000-plex, 2000-plex a 5000-plex, 5000-plex a 10000-plex, 10.000- plex a 20.000-plex, 20.000-plex a 50.000-plex,
0 50.000-plex a 100.000-plex se crea de tal manera que los cebadores directo e inverso tienen colas que corresponden
a las secuencias directas e inversas requeridas por un instrumento de secuenciacion de alto rendimiento como HISEQ,
GAIIX o MISEQ disponibles de ILLUMINA. Ademés, se incluye 5-cebado a las colas de secuenciacién es una
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secuencia adicional que se puede utilizar como sitio de cebado en una PCR posterior para agregar secuencias de
codigos de barras de nucledtidos a los amplicones, lo que permite la secuenciacion multiple de multiples muestras en
un solo carril del instrumento de secuenciacién de alto rendimiento. En una realizacién, se crea un grupo de ensayo
de PCR de 10.000 plex de tal manera que los cebadores inversos tienen colas que corresponden a las secuencias
inversas requeridas por un instrumento de secuenciacion de alto rendimiento. Después de la amplificacién con el
primer ensayo de 10.000 plex, se puede realizar una amplificaciéon por PCR posterior usando otro grupo de 10.000
plex que tiene cebadores directos parcialmente anidados (por ejemplo, 6 bases anidadas) para todas las dianas y un
cebador inverso correspondiente a la cola de secuencia inversa incluida en la primera ronda. Esta ronda posterior de
amplificacion parcialmente anidada con solo un cebador especifico diana y un cebador universal limita el tamafno
requerido del ensayo, reduciendo el ruido de muestreo, pero reduce en gran medida el nimero de amplicones espurios.
Las etiquetas de secuenciacion se pueden agregar a los adaptadores de ligadura adjuntos y/o como parte de las
sondas de PCR, de modo que la etiqueta sea parte del amplicdn final.

[0094] La fraccion fetal afecta al rendimiento de la prueba; es mas dificil determinar la paternidad correcta en muestras
con una fraccién fetal mas baja. Hay varias formas de enriquecer la fraccién fetal del ADN que se encuentra en el
plasma materno. La fraccion fetal puede incrementarse mediante el método de LM-PCR descrito anteriormente, ya
discutido, asi como mediante la eliminacién selectiva de fragmentos maternos largos. En la realizacion, los fragmentos
mas largos se eliminan usando técnicas de seleccién de tamafo. En una realizacion, antes de la amplificacion por
PCR multiplex de los loci diana, se puede llevar a cabo una reaccion de PCR multiplex adicional para eliminar
selectivamente fragmentos largos y en gran parte maternos correspondientes a los loci diana en la PCR multiplex
subsiguiente. Los cebadores adicionales estan disefiados para recocer un sitio a una mayor distancia del polimorfismo
de lo que se espera que esté presente entre los fragmentos de ADN fetal libres de células. Estos cebadores pueden
usarse en una reaccion de PCR multiplex de un ciclo antes de la PCR multiplex de los loci polimérficos diana. Estos
cebadores distales estan etiquetados con una molécula o resto que puede permitir el reconocimiento selectivo de los
fragmentos de ADN etiquetados. En una realizacién, estas moléculas de ADN pueden modificarse covalentemente
con una molécula de biotina que permite la eliminacion del ADN bicatenario recién formado que comprende estos
cebadores después de un ciclo de PCR. El ADN bicatenario formado durante esa primera ronda es probablemente de
origen materno. La eliminacién del material hibrido se puede lograr mediante el uso de perlas de estreptavidina
magnéticas. Existen otros métodos de etiquetado que pueden funcionar igualmente bien. En una realizacién, los
métodos de seleccién de tamafo pueden usarse para enriquecer la muestra para cadenas mas cortas de ADN; por
ejemplo, aquellos de menos de aproximadamente 800 pb, menos de aproximadamente 500 pb o menos de
aproximadamente 300 pb. La amplificacion de fragmentos cortos puede proceder como de costumbre.

[0095] En algunas realizaciones, el ADN diana puede originarse a partir de células individuales, a partir de muestras
de ADN que consiste en menos de una copia de la meta del genoma, a partir de bajas cantidades de ADN, a partir de
ADN de origen mixto (por ejemplo, plasma de embarazo: ADN de placenta y materna; plasma y tumores de pacientes
con cancer: mezcla entre ADN sano y cancer, trasplante, etc.), de otros fluidos corporales, de cultivos celulares, de
sobrenadantes de cultivo, de muestras forenses de ADN, de muestras antiguas de ADN (por ejemplo, insectos
atrapados en ambar), de otras muestras de ADN, y combinaciones de los mismos.

[0096] En algunas realizaciones, los métodos descritos en este documento pueden usarse para amplificar y/o detectar
SNPs, individuales repeticiones en tdndem (STRs), nimero de copias, la metilacion de nucledétidos, los niveles de
mARN, otros tipos de niveles de expresion de ARN, otras caracteristicas genéticas y/o epigenéticas. Los métodos de
mini-PCR descritos en el presente documento pueden usarse junto con la secuenciacion de préxima generacion; se
puede utilizar con otros métodos de aguas abajo, tales como microarrays, a contar por PCR digital en tiempo real
PCR, andlisis de espectrometria de masas etc.

[0097] En alguna realizacion, los métodos de amplificacién mini-PCR descritos en este documento pueden usarse
como parte de un método para cuantificacion precisa de las poblaciones minoritarias. Puede usarse para cuantificacion
absoluta utilizando calibradores de espiga. Se puede usar para la mutacion/menor cuantificacion de alelo a través de
secuenciacion muy profunda, y puede ejecutarse en un multiplexado muy de moda. Puede usarse para pruebas
estandar de paternidad e identidad de parientes o antepasados, en humanos, animales, plantas u otras criaturas. Se
puede usar para pruebas forenses. Se puede usar para el genotipo rapido y el andlisis de nimero de copias (CN), en
cualquier tipo de material, por ejemplo, liquido amniético y CVS, esperma, producto de la concepcién (POC). Se puede
usar para analisis de células individuales, como el genotipado en muestras biopsiadas de embriones. Se puede usar
para el andlisis rapido de embriones (en menos de uno, uno o dos dias de la biopsia) mediante secuenciacion dirigida
mediante min-PCR.

[0098] PCR altamente multiplexados a menudo pueden resultar en la produccion de una muy alta proporcién de ADN
producto resultante de reacciones secundarias no productivas, tales como la formaciéon de dimeros del cebador. En
una realizacién, los cebadores particulares que tienen mas probabilidades de causar reacciones secundarias
improductivas pueden eliminarse de la biblioteca de cebadores para dar una biblioteca de cebadores que dara como
resultado una mayor proporcién de ADN amplificado que se mapea en el genoma. El paso de eliminar los cebadores
problematicos, es decir, aquellos cebadores que son particularmente propensos a reafirmar los dimeros,
inesperadamente ha permitido niveles de multiplexacién de PCR extremadamente altos para su posterior analisis por
secuenciacion. En sistemas como la secuenciacién, donde el rendimiento se degrada significativamente por los
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dimeros de cebador y/u otros productos daninos, se ha logrado una multiplexaciéon mayor que 10, mayor que 100 y
mayor que 100 veces mayor que otras multiplexiones descritas. Tenga en cuenta que esto se opone a los métodos de
deteccion basados en sondas, por ejemplo, microarrays, TagMan, PCR, etc., donde un exceso de dimeros de
cebadores no afectara el resultado de manera apreciable. También tenga en cuenta que la creencia general en la
técnica es que la PCR de multiplexacién para la secuenciacion se limita a aproximadamente 100 ensayos en el mismo
pozo.

[0099] Hay un numero de maneras para elegir cebadores para una biblioteca en donde la cantidad de cebadores-
dimero de no-mapeo se minimizan u otros productos cebadores de travesura. Los datos empiricos indican que un
pequerio numero de cebadores “malos” son responsables de una gran cantidad de reacciones secundarias de
cebadores-dimero sin mapeo. La eliminacion de estos cebadores “malos” puede aumentar el porcentaje de lecturas
de secuencia que se asignan a loci especificos. Una forma de identificar los cebadores "malos" es observar los datos
de secuenciacion del ADN que se amplificaron mediante amplificacion dirigida; esos dimeros de cebadores que se
ven con mayor frecuencia se pueden eliminar para dar una biblioteca de cebadores que es significativamente menos
probable que produzca ADN de producto secundario que no se mapee al genoma. También hay programas disponibles
publicamente que pueden calcular la energia de unién de varias combinaciones de cebadores, y eliminar aquellos con
la energia de uniéon mas alta también proporcionara una biblioteca de cebadores que es significativamente menos
probable que produzca ADN de producto secundario que no se mapee en el genoma.

[0100] Tenga en cuenta que existen otros métodos para determinar qué sondas de PCR tienen mas probabilidad de
formar dimeros. En una realizacion, el analisis de un conjunto de ADN que se ha amplificado usando un conjunto no
optimizado de cebadores puede ser suficiente para determinar cebadores problematicos. Por ejemplo, el analisis
puede hacerse usando secuenciacion, y se determina que los dimeros que estan presentes en la mayor cantidad son
los que tienen mas probabilidades de formar dimeros, y se pueden eliminar.

[0101] Para seleccionar ubicaciones diana, se puede comenzar con un grupo de supuestos disefios de pares de
cebadores y crear un modelo termodinamico de interacciones potencialmente adversas entre pares de cebadores, y
luego usar el modelo para eliminar disefios que son incompatibles con otros disefios en el grupo.

[0102] Hay muchos flujos de trabajo que son posibles cuando se realiza la PCR; se describen algunos flujos de trabajo
tipicos de los métodos descritos aqui. Los pasos descritos aqui no pretenden excluir otros posibles pasos ni implica
que ninguno de los pasos descritos aqui sean necesarios para que el método funcione correctamente. Se conoce un
gran numero de variaciones de parametros u otras modificaciones en la literatura, y se pueden realizar sin afectar la
esencia de la divulgacion. A continuacién se proporciona un flujo de trabajo generalizado particular seguido de una
serie de posibles variantes. Las variantes generalmente se refieren a posibles reacciones de PCR secundarias, por
ejemplo, diferentes tipos de anidamiento que se pueden realizar (paso 3). Es importante tener en cuenta que las
variantes se pueden hacer en diferentes momentos, o en diferentes 6rdenes que los descritos explicitamente en este
documento.

1. EI ADN en la muestra puede tener adaptadores de ligadura, a menudo denominados etiquetas de biblioteca
o etiquetas de adaptador de ligadura (LT), adjuntas, donde los adaptadores de ligadura contienen una
secuencia de cebado universal, seguida de una amplificacion universal. Esto se puede hacer usando un
protocolo estandar disefiado para crear bibliotecas de secuencia después de la fragmentacion. La muestra
de ADN puede tener un extremo romo y luego se puede agregar una A en el extremo 3'. Se puede agregary
ligar un adaptador en Y con un saliente en T. Se pueden usar otros extremos adhesivos que no sean un
voladizo A o T. Se pueden agregar otros adaptadores, por ejemplo adaptadores de ligadura en bucle. Los
adaptadores pueden tener una etiqueta disefiada para la amplificacion por PCR.

2. Amplificacién especifica diana (STA): la preamplificacion de cientos a miles a decenas de miles e incluso
cientos de miles de dianas pueden multiplexarse en una reaccion. El STA normalmente se ejecuta de 10 a
30 ciclos, aunque puede ejecutarse de 5 a 40 ciclos, de 2 a 50 ciclos e incluso de 1 a 100 ciclos. Los cebadores
se pueden seguir, por ejemplo, para un flujo de trabajo mas simple o para evitar la secuenciacion de una gran
proporcion de dimeros. Tenga en cuenta que, por lo general, los dimeros de ambos cebadores que llevan la
misma etiqueta no se amplificarén ni secuenciaran de manera eficiente. Se pueden llevar a cabo entre 1y 10
ciclos de PCR; se pueden llevar a cabo entre 10 y 20 ciclos de PCR; se pueden llevar a cabo entre 20 y 30
ciclos de PCR; se pueden llevar a cabo entre 30 y 40 ciclos de PCR; se pueden realizar mas de 40 ciclos de
PCR. La amplificacion puede ser una amplificacién lineal. EI nimero de ciclos de PCR puede optimizarse
para obtener un perfil de profundidad de lectura (DOR) éptimo. Diferentes perfiles de DOR pueden ser
deseables para diferentes propdsitos. Es deseable una distribucion méas uniforme de las lecturas entre todos
los ensayos; si el DOR es demasiado pequefio para algunos ensayos, el ruido estocastico puede ser
demasiado alto para que los datos sean demasiado Utiles, mientras que si la profundidad de lectura es
demasiado alta, la utilidad marginal de cada lectura adicional es relativamente pequena.

[0103] Las colas de cebador pueden mejorar la deteccién de ADN fragmentado de bibliotecas etiquetadas
universalmente. Si la etiqueta de la biblioteca y las colas del cebador contienen una secuencia homéloga, se puede
mejorar la hibridacion (por ejemplo, la temperatura de fusion (Twm) se reduce) y los cebadores se pueden extender si
solo una parte de la secuencia diana del cebador esta en el fragmento de ADN de muestra. Se pueden usar 13 0 mas
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pares de bases especificas diana. Se pueden utilizar de 10 a 12 pares de bases especificas diana. Se pueden utilizar
de 8 a 9 pares de bases especificas diana. Se pueden utilizar de 6 a 7 pares de bases especificas diana. STA puede
realizarse en ADN preamplificado, por ejemplo, MDA, RCA, otras amplificaciones de genoma completo o PCR
universal mediada por adaptador. El STA se puede realizar en muestras enriquecidas o agotadas de ciertas
secuencias y poblaciones, por ejemplo, por seleccién de tamafio, captura de dianas, degradacién dirigida.

3. Puede ser posible realizar PCR multiplex secundarias o reacciones de extension del cebador para
aumentar la especificidad y reducir los productos indeseables. Por ejemplo, la anidacién completa, semi-
anidacién, hemi-anidacion y/o subdivision en reacciones paralelas de grupos de andlisis mas pequefios son
todas técnicas que pueden usarse para aumentar la especificidad. Los experimentos han demostrado que
dividir una muestra en tres reacciones de 400 plex dio como resultado un producto de ADN con mayor
especificidad que una reaccién de 1.200 plex con exactamente los mismos cebadores. De manera similar,
los experimentos han demostrado que dividir una muestra en cuatro reacciones de 2.400-plex dio como
resultado un producto de ADN con mayor especificidad que una reaccion de 9.600-plex con exactamente los
mismos cebadores. Puede ser posible usar cebadores especificos de dianas y etiquetas especificas de la
misma y opuesta direccionalidad.

4. Puede ser posible amplificar una muestra de ADN (dilucion, purificada o no) producida por una reaccion
STA usando cebadores especificos de etiqueta y "amplificacion universal”, es decir, para amplificar muchas
o todas las dianas preamplificadas y etiquetadas. Los cebadores pueden contener secuencias funcionales
adicionales, por ejemplo, cédigos de barras, o una secuencia de adaptador completa necesaria para la
secuenciacion en una plataforma de secuenciacion de alto rendimiento.

[0104] Estos métodos pueden usarse para el analisis de cualquier muestra de ADN, y son especialmente Utiles cuando
la muestra de ADN es particularmente pequefa, o cuando es una muestra de ADN donde el ADN se origina en mas
de un individuo, como en el caso del plasma materno. Estos métodos se pueden usar en muestras de ADN, como un
namero Unico o pequeno de células, ADN gendmico, ADN plasmatico, bibliotecas de plasma amplificado, bibliotecas
de sobrenadante apoptético amplificado u otras muestras de ADN mixto. Estos métodos pueden usarse en el caso en
que células de diferente constitucidon genética puedan estar presentes en un solo individuo, como con cancer o
trasplantes.

[0105] La amplificacion por PCR multiplex puede implicar el uso de varios tipos de protocolos de anidacion, por
ejemplo: mini-PCR semi-anidada, mini-PCR completamente anidada, mini-PCR heminada, mini-PCR triplemente
anidada, PCR mini-anidada unilateral, mini-PCR unilateral o mini-PCR semianidada inversa.

Cuadro de diagndstico

[0106] La presente descripcion puede comprender un cuadro de diagndéstico que es capaz de llevar a cabo parcial o
completamente aspectos de los métodos descritos en esta descripcion. El cuadro de diagnostico puede ubicarse en
el consultorio de un médico, en el laboratorio de un hospital o en cualquier lugar adecuado razonablemente préximo
al punto de atencién del paciente. El cuadro puede ejecutar los aspectos del método de una manera totalmente
automatizada, o puede requerir que un técnico complete uno o varios pasos manualmente. En una realizacién, el
cuadro puede poder analizar los datos genotipicos medidos en el plasma materno. En una realizacion, el cuadro puede
estar vinculado a medios para transmitir los datos genotipicos medidos usando el cuadro de diagnéstico a una
instalacion de computo externa que luego puede analizar los datos genotipicos y posiblemente también generar un
informe. El cuadro de diagndstico puede incluir una unidad robética que sea capaz de transferir muestras acuosas o
liquidas de un recipiente a otro. Puede comprender varios reactivos, tanto sélidos como liquidos. Puede comprender
un secuenciador de alto rendimiento. Puede comprender una computadora.

Kit de cebadores

[0107] Se puede formular un kit que comprenda una pluralidad de cebadores disefiados para lograr los métodos
descritos en esta descripcion. Los cebadores pueden ser cebadores externos hacia adelante e inversos, cebadores
internos hacia adelante e inversos como se divulga aqui; podrian ser cebadores que han sido disefiados para tener
baja afinidad de unién a otros cebadores en el kit como se describe en la seccidn sobre disefio de cebadores; podrian
ser sondas de captura hibridas o sondas pre-circulares como se describe en las secciones relevantes, o alguna
combinacion de las mismas. En una realizacion, se puede formular un kit para determinar el estado de ploidia de un
cromosoma diana en un feto gestante disefado para usarse con los métodos descritos en este documento,
comprendiendo el kit una pluralidad de cebadores internos hacia adelante y opcionalmente la pluralidad de cebadores
inversos internos, y opcionalmente cebadores directos externos y cebadores inversos externos, donde cada uno de
los cebadores esta disefiado para hibridarse con la region de ADN inmediatamente aguas arriba y/o aguas abajo de
uno de los sitios polimérficos en el cromosoma diana, y opcionalmente cromosomas adicionales. El kit de cebador
puede usarse en combinacion con el cuadro de diagnostico descrito en otra parte de este documento.

Estimaciones de maxima verosimilitud

[0108] Muchos métodos conocidos en la técnica para detectar la presencia o ausencia de un fenotipo o genotipo, por
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ejemplo, una anomalia cromosomica, una afeccién médica o una relacion de paternidad implican el uso de una prueba
de rechazo de hip6tesis Unica, donde se mide la métrica que esta directamente relacionada o correlacionada con la
condicion, y si la métrica esta en un lado de un umbral dado, se determina que la condicién esta presente, mientras
que si la métrica cae en el otro lado del umbral, la condicion esta decidida a estar ausente. Una prueba de rechazo de
hipétesis Unica solo analiza la distribucion nula al decidir entre las hipétesis nula y alternativa. Sin tener en cuenta la
distribucion alternativa, no se puede estimar la probabilidad de cada hipétesis dados los datos observados y, por lo
tanto, no se puede calcular una confianza en la llamada. Por lo tanto, con una prueba de rechazo de hip6tesis Unica,
se obtiene una respuesta de si 0 no sin una estimacion de la confianza asociada con el caso especifico.

[0109] EI método descrito en este documento puede ser capaz de detectar la presencia o ausencia del fenotipo o
genotipo, por ejemplo, una anomalia cromos6mica, una condicién médica o una relacién de paternidad, utilizando un
método de maxima verosimilitud. Esta es una mejora sustancial sobre un método que utiliza una técnica de rechazo
de hipétesis Unica, ya que el umbral para llamar ausencia o presencia de la condicion se puede ajustar segun
corresponda para cada caso. Esto es particularmente relevante para las técnicas de diagndéstico que tienen como
objetivo determinar la paternidad de un feto en gestacion a partir de los datos genéticos disponibles de la mezcla de
ADN fetal y materno presente en el libre ADN flotante encontrado en plasma materno. El método de estimacion de
maxima verosimilitud puede usar las distribuciones alélicas asociadas con cada hip6tesis para estimar la probabilidad
de los datos condicionados en cada hipétesis. Estas probabilidades condicionales se pueden convertir a una llamada
de hipétesis y confianza. De manera similar, el método de estimacién de maximo a posteriori usa las mismas
probabilidades condicionales que la estimacién de maxima verosimilitud, pero también incorpora los antecedentes de
la poblacion al elegir la mejor hipotesis y determinar la confianza.

[0110] Por lo tanto, el uso de una técnica de estimacion de maxima verosimilitud (MLE), o la técnica de maximo a
posteriori (MAP) estrechamente relacionada da dos ventajas, primero aumenta la posibilidad de una llamada correcta,
y también permite que una confianza sea calculada para cada llamada. En una realizacion, la seleccién de la llamada
de paternidad correspondiente a la hipétesis con la mayor probabilidad se lleva a cabo utilizando estimaciones de
probabilidad méaxima o estimaciones a posteriori maximas. Un método se describe para la determinacion de la
paternidad de un feto en gestacién que consiste en tomar cualquier método actualmente conocido en la técnica que
utiliza una Unica técnica de rechazo de hipétesis y reformulandola tal que utiliza una técnica MLE o MAP.

Un método para la determinacion de la paternidad

[0111] EI ADNff esta tipicamente presente en una fraccién baja en una mezcla con ADN materno. En algunas
realizaciones, la madre tiene un genotipo conocido o se puede medir o inferir el genotipo materno. Tipicamente, la
fraccion de ADN fetal que se encuentra en el plasma materno esté entre 2 y 20%, aunque en diferentes condiciones
este porcentaje puede variar de aproximadamente 0,01% a aproximadamente 50%. Se puede utilizar una micromatriz
u otra técnica que proporcione datos de intensidad por alelo para medir el plasma materno. La secuenciacion se puede
utilizar para medir el ADN contenido en el plasma materno. En estos casos, la medicion de la intensidad del alelo o el
recuento de lectura de secuencia en un alelo particular es una suma de las sefiales maternas y fetales. Suponiendo
que la proporcion de la mezcla del ADN del nifio con la madre es r a 1, el nimero relativo de alelos en un locus consiste
en 2 alelos de la madre y 2 alelos del nifio. Los loci pueden comprender polimorfismos de un solo nucleétido. La Tabla
1 muestra el nimero relativo de cada alelo en la mezcla para una seleccion de contextos parentales informativos.

Tabla 1: Nimero de alelos por contexto

Contexto pariente A en mezcla B en mezcla
AA|AA 2+2r 0

AA|BB 2+4r R

ABJAA 1+2r 1

AA|AB 242ro2 +r Oor

BBJAA r 2471

BB|BB 0 2+2r

[0112] Tenga en cuenta que la eleccién de los cuatro contextos anteriores como informativos no pretende incluir todos
los contextos que pueden ser informativos. Se puede usar cualquier combinacién de contextos, y hay una cantidad
significativa de informacion que se puede encontrar en las mediciones genoipicas de cualquier contexto.

[0113] Incluso en presencia de una tasa de abandono de alelo significativa del nifio, puede haber una distincion clara
entre la sefnal donde esta presente un alelo y la sefal donde no esta presente un alelo. Por ejemplo, considere las
mediciones del alelo A de los SNP en los pares de contexto BB|BB y BB|AA y las mediciones del alelo B de los SNP
en los pares de contexto AA|AA y AA|BB. En cada caso, no debe haber senal presente en el primer contexto y debe
haber sefial presente en el segundo contexto, donde los alelos del nifio no se hayan retirado. Sin embargo, si el
supuesto padre es incorrecto, a veces habra sefal presente en ambos contextos. Por lo tanto, la distribucion de las
mediciones de SNP debe ser diferente, dependiendo de si el supuesto padre es correcto o no.
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[0114] La diferencia tipicamente serd mas observable en el extremo de alta sefial de la distribucién, porque estos
seran los SNP donde hay una mayor probabilidad de tener contribuciones de ADN del nifio. Esta diferencia se puede
observar comparando valores de percentiles altos de las distribuciones de las mediciones de SNP. Ejemplos de
posibles métodos de percentiles son el rango mas cercano, la interpolacion lineal entre los rangos mas cercanos y el
percentil ponderado.

[0115] Por ejemplo, definir X1 como el conjunto de medidas de SNP del alelo A en el contexto BB|BB y X2 como el
conjunto de medidas de alelo A en el contexto BB|AA, de todos los cromosomas. Si el supuesto padre es correcto,
entonces el 99° valor percentil de X1 sera significativamente menor que el 99° valor percentil de Xz. Si el supuesto
padre es incorrecto, el 99° valores percentil de las dos distribuciones estara mas cerca. Nota que cualquier percentil
se puede utilizar igualmente bien, por ejemplo, 95° percentil, 90° percentil, 85° percentil 0 80° percentil. En una
realizacién, para un canal de medicién particular, X1 puede definirse como las mediciones del contexto sin sefal y Xz
puede definirse como las mediciones del contexto donde la madre y el padre son homocigotos, y solo los alelos del
padre proporcionan una sefal (inherente a través del nifio).

[0116] Definir p1 como el 992 (o 959, 90° etc.) percentil de los datos X1y p2 como el 992 (0 95°, 90°, etc.) percentil de
los datos Xz. Definir la estadistica de prueba t como p1/p2. Tenga en cuenta que otras funciones de p1 y p2 que
demuestran la diferencia en los valores pueden usarse igualmente bien. El valor de t variard dependiendo de la
cantidad de ADN infantil presente en la muestra, que no se conoce. Por lo tanto, los umbrales de clasificacion para t
no pueden calcularse a priori.

[0117] La estadistica de prueba t para una sola muestra puede compararse con una distribucion generada a partir de
los genotipos de muchos individuos que se sabe que no son el padre, utilizando el siguiente procedimiento. Suponga
que los genotipos de un gran conjunto de individuos no relacionados estan disponibles.

1. Para cada individuo no relacionado, suponga que es el padre y calcule el valor de la estadistica de prueba
t.

2. Que Tysea el conjunto de medidas t de los machos no relacionados. Ajuste una distribucién a Tu. Esta es
la distribucion de t para la muestra particular, bajo la hipotesis nula. La hipétesis nula es "los genotipos no
provienen del padre del nifio presente en la muestra". La distribucion Pu(t) podria ser un ajuste de maxima
probabilidad o un método de momentos ajustados a una distribucién conocida, por ejemplo, una distribucion
gaussiana, un ajuste de densidad kernal utilizando una funcién del nicleo, por ejemplo, gaussiano, cuadrado,
triangulo, etc., o cualquier otro método de ajuste de distribucion apropiado.

3. Considerar los genotipos del supuesto padre y calcular la estadistica de prueba correspondiente tc.

4. Se espera que el verdadero padre resulte en un valor menor de t que un individuo no relacionado. La
probabilidad de que un padre produzca tc no relacionado o un valor més periférico es la funcion de densidad
acumulada de Py evaluada en tc. Por lo tanto, el valor p p para rechazar la hip6tesis nula viene dado por lo
siguiente:

p=J, P,(t)dt

[0118] Si p cae por debajo de un umbral de significancia a, entonces la hipétesis de que el padre alega que es un
individuo no relacionado puede rechazarse con significancia a. Si p es mayor que a, entonces la hipétesis nula no
puede ser rechazada, y el supuesto padre puede no estar relacionado con el nifio presente en la muestra. El umbral
de significancia a define la probabilidad de que un individuo no relacionado pueda clasificarse como el padre correcto.
Por ejemplo, con un umbral de a igual a 0,01, el uno por ciento de los individuos no relacionados podria identificarse
como el padre correcto.

[0119] Varios métodos pueden ser considerados para la combinacién de datos de los canales de alelo A y B. Por
ejemplo, dos métodos simples son exigir que el valor p de todos los canales esté por debajo de un umbral, o exigir
que el valor p de cualquier canal esté por debajo del umbral.

[0120] El método de prueba de paternidad puede suponer que el ADN del nifio esta presente a una concentracion
suficiente para distinguir entre los SNP que tienen o no sefal del nifio. En ausencia de una concentracion de ADN
infantil suficiente, este método puede informar "padre incorrecto” porque los alelos heredados paternalmente
esperados no se miden en el plasma materno. Se describe un método que puede confirmar la presencia de ADN
infantil suficiente antes de aplicar la prueba de paternidad. La confirmacion de presencia infantil se basa en el calculo
de una estadistica de prueba que es proporcional a la concentracion de ADN infantil, pero que no requiere genotipos
del padre. Si la estadistica de la prueba esta por encima del umbral requerido, entonces la concentracion de ADN
infantil es suficiente para realizar la prueba de paternidad.

[0121] Considerar el conjunto de SNP (de todos los cromosomas combinados) donde el genotipo madre es AA y se
mide el canal B. Se espera una sefial solo en el subconjunto de SNP donde el genotipo secundario contiene una B,
pero estos SNP no pueden identificarse a priori sin los genotipos padre, que no estan disponibles. En cambio,
considerar las frecuencias de las poblaciones de SNP {fi} donde fi es el nUmero medio de muestra de Bs en el genotipo
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de SNP i, basado en una gran muestra de poblacion. Tenga en cuenta que la mayoria de los SNP donde el genotipo
madre es AA tendrda fi menor que 0,5, pero la distribucidn de fi en estos SNP se extiende casi a uno. Considere dos
conjuntos de SNP, S1y Sz, donde S1 = {i: fi <TL} y S2 = {i: fi > Th}. Los umbrales TL y Tn se establecen de modo que
se espera que muy pocos SNP en S1 tengan una B y muchos SNP en S2 tengan una B, y cada conjunto tiene una
poblacién suficiente. El algoritmo puede usar TL = 0,05y Tu = 0,7, mientras que otros valores para TL y TH podrian
funcionar igual o mejor. Que yi sea la medida del canal B de SNP i, Y1 = {yi: i € S1} e Y2 = {yi: i € S2}. Las distribuciones
de Y1 e Y2seran muy similares porque la mayoria de los SNP en ambas distribuciones no tendran sefal. Sin embargo,
se espera que algunos nameros no triviales de SNP en Sz tengan sefal de nifios y se espera que muy pocos SNPs
en S1 tengan senal de nifo. Por lo tanto, la cola de Y2 debe extenderse a una intensidad mayor que la cola de Y1. Que
pt sea un percentil cercano a 1, por ejemplo, el percentil 99. En presencia de ADN infantil suficiente, el percentil p: de
Y2 deberia ser significativamente mas alto que el percentil pt de Y1. Por lo tanto, las estadisticas de prueba se pueden
definir de la siguiente manera.

S = porcentil (Yz2; pt) — porcentil (Y1; pt)
[0122] La estadistica de prueba puede normalizarse mediante una variedad de métodos para intentar explicar las
diferencias de amplificacién entre las matrices. La normalizacion podria hacerse por cromosoma. La normalizacion se
podria hacer por arreglo. La normalizacién se puede hacer por secuencia de ejecucion.
[0123] El siguiente calculo muestra cémo los umbrales TL y Tn pueden distinguir el efecto del ADN infantil en una
muestra materna particular, en base a nimeros aproximados de SNP y tasas de desercién. La Tabla 3 muestra
algunos datos de
[0124] El método puede implicar los siguientes supuestos:
« Las frecuencias de poblacién se calculan a partir de un conjunto de datos de poblacion grande, por ejemplo, mas
de 500 individuos, mas de 1.000 individuos, mas de 5.000 individuos o mas de 20.000 individuos, y el nimero de
SNP en cada contexto proviene de un ejemplo de madre y padre.

»  No hay SNPs donde la madre es AA y el padre es BB (en realidad, estos son aproximadamente el 8 por ciento de
los SNPs de la madre AA)

+ La mitad de los SNPs donde el padre tiene B dan como resultado el nifio B.

« Latasa de abandono del nifio es del 90 por ciento.

« Las mediciones con sefal secundaria seran mas altas que las mediciones sin sefal secundaria

[0125] La Tabla 3 muestra algunos datos de un caso de paternidad particular usando el método divulgado con los
parametros anteriores. No se espera que la medicién del percentil 98 de S+ incluya ningiin SNP con sefnal secundaria
presente. Se espera que la medicion del percentil 98 de Sz incluya alrededor de 50 SNP con sefial secundaria presente.

La diferencia entre los dos debe reflejar la cantidad de sefal secundaria.

Tabla 3: Datos relativos a la determinacion de paternidad

conjunto definicion nim SNPs fi promedio num SNPs num SNPs fraccion de
en conjunto  enconjunto  padre B sefal de conjunto,
nifio senal de
nino
Si fi< 0,05 13300 0,012 171 9 0,0007
S2 fi>0,7 3000 0,79 2370 119 0,039

[0126] La Figura 1 muestra la distribucion de datos de intensidad de alelos para contextos AAJAA y AA|BB de una
muestra de plasma materno recogida a las 38 semanas. El alelo B se mide. Tenga en cuenta que la distribucion AA|BB
se extiende significativamente mas alta que la distribucién AA|AA, lo que muestra que el alelo B (que solo esta presente
en el genoma del nifo) esta presente en el contexto AA|BB pero no en el contexto AAJAA. La Figura 2 proviene de la
misma muestra de plasma materno que la Figura 1, y muestra la distribucién de la estadistica de prueba t para el alelo
B usando los genotipos de 200 individuos no relacionados. Se muestran dos distribuciones (las dos curvas): el ajuste
Gaussiano de maxima probabilidad y una distribucién del nucleo. El valor tc para el padre biol6gico esta marcado con
una estrella. El valor p es inferior a 10 -7 para la hipétesis nula de que el supuesto padre no esta relacionado con el
nifo.

[0127] La Tabla 4 presenta los resultados de 8 muestras de sangre materna en diferentes etapas del embarazo. Se

calcula un valor p basado en los datos medidos de cada canal (alelo A y alelo B) para el padre correcto. Si se requiere
que los valores p de ambos canales estén por debajo de 0,01, entonces dos muestras se clasifican incorrectamente.
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Si solo se requiere un canal para pasar el umbral, entonces todas las muestras se clasifican correctamente. Se puede
usar cualquier cantidad de métricas y umbrales para confirmar o excluir la paternidad. Por ejemplo, uno podria usar
un valor p de corte de 0,02, 0,005, 0,001 o0 0.00001; de manera similar, uno podria exigir que uno o ambos valores p
del canal estén por debajo de un umbral dado, o uno podria tener dos umbrales diferentes para los diferentes valores
p del canal.

Tabla 4: Valores p para dos canales para ocho determinaciones de paternidad.

Semanas embarazo Valor p (Y) Valor p (X)
11 2,3x107 <107
16 0,013 <107
17 <107 <107
17 <107 0,0002
20 <107 <107
28 0,14 0,0048
38 <107 <107
38 <107 <107

[0128] La Tabla 4 muestra los valores P para la hipétesis nula de que el padre correcto es un individuo no relacionado.
Cada fila corresponde a una muestra de sangre materna diferente, y la muestra genética paterna correspondiente.
Las mediciones genéticas realizadas en 200 machos no relacionados se utilizaron como control. La curva en la Figura
3 muestra la distribucion de las relaciones de intensidad para 200 hombres no relacionados, y la estrella representa la
relacién de intensidad para el padre bioldgico. Estos datos se toman de un caso en donde se extrajo sangre de una
madre que estaba embarazada de 11 semanas.

[0129] La Figura 4 muestra las curvas de frecuencia de distribucién acumulativa (cdf) para la relacién de correlacion
entre las mediciones genotipicas fetales y las mediciones genotipicas parentales para tres casos: (1) donde tanto la
madre embarazada como el supuesto padre son los padres biologicos del feto ("correcto”, curva mas a la derecha),
(2) donde la madre embarazada es la madre bioldgica del feto, pero el supuesto padre no es el padre bioldgico del
feto ("uno equivocado”, curva media) y (3) donde ni la madre embarazada ni el supuesto padre son los padres
biolégicos del feto ("dos equivocados”, curva mas a la izquierda). Las curvas de cdf son la relacién de correlacion entre
los datos genotipicos del embrién, calculados a partir de los datos medidos en una sola célula, y los datos genotipicos
de los padres asumidos cuando cero, uno o dos de los padres asumidos son en realidad los padres genéticos del feto.
Tenga en cuenta que las etiquetas para "correcto” y "dos incorrectos" se invierten. La Figura 5 muestra histogramas
para los mismos tres casos. Tenga en cuenta que este histograma esta compuesto por mas de 1000 casos en los que
uno o ambos padres son incorrectos. El histograma de la tasa de correlaciéon medida entre los datos genotipicos del
feto, medidos en una sola célula, y los datos genotipicos de los padres asumidos cuando cero, uno o dos de los padres
asumidos son en realidad los padres genéticos del feto.

[0130] Treinta y cinco resultados de paternidad se muestran en la Figura 6 usando el método instantaneo para pruebas
de paternidad. Se analizaron con muestras recolectadas de mujeres embarazadas con edades gestacionales que van
de 9 a 40 semanas. La curva roja a la derecha representa una distribucion gaussiana normalizada de la estadistica de
prueba de paternidad para 800 hombres no relacionados. La distribucién de los machos no relacionados es diferente
para cada caso; Aqui se utiliza una distribucién normalizada para fines de visualizacion.

[0131] Las barras azules representan la estadistica de prueba normalizada para el (presunto) padre correcto. Esta
claro que los padres correctos estan claramente separados de los machos no relacionados. Tenga en cuenta que la
estadistica de prueba normalizada se aproxima crudamente a las desviaciones estandar, por lo tanto, "-5" en el grafico
a continuacion es aproximadamente 5 desviaciones estandar de la media. Por lo tanto, todos los padres correctos
asumidos en esta cohorte han sido confirmados como los padres correctos con un significado de al menos 99,9999%.

[0132] EI conocimiento de los haplotipos de los padres podrian usarse para aumentar la exactitud de la prueba. Por
ejemplo, si los dos haplotipos del padre son conocidos para un segmento dado de un cromosoma, entonces el
conocimiento de qué SNP estan presentes para los casos en que no hay abandono se puede utilizar para determinar
qué SNP deben esperarse para aquellos casos en los que puede haber desercidn. Por ejemplo, imagine un conjunto
de tres SNP que estan vinculados, es decir, estan ubicados muy juntos en el mismo cromosoma y donde los contextos
de la madre y el supuesto padre son: AA|AB, AA|AB, AA|BA. Tenga en cuenta que cuando el genotipo de un padre
esta en fases, entonces AB # BA, ya que la primera de las dos letras representa los alelos en el primer haplotipo, y la
segunda letra representa los alelos en el segundo haplotipo. Ahora imagine que para esos tres SNP, se mide un nivel
significativo del alelo B para los tres; en este caso, la posibilidad de que el presunto padre sea el padre correcto es
baja, porque los dos haplotipos del padre son A, A, By B, B, A, mientras que el genotipo fetal medido es positivo para
B en los tres SNP, y la madre solo pudo haber contribuido con una A. Si el genotipo del padre no fue escalonado, no
seria posible descartar a este supuesto padre dado este conjunto de medidas. Esa determinacion de los haplotipos
del padre puede determinarse dadas las mediciones de ADN gendmico diploide junto con las mediciones genéticas
haploides realizadas en uno o méas espermatozoides. El uso de mas de un espermatozoide puede permitir la
determinacion de los haplotipos con mayor precisién, asi como la cantidad de cruces que pueden haber ocurrido, para
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cada uno de los cromosomas, junto con su ubicacion, durante la meiosis que formo el esperma. Un método para lograr
esta fase paterna se puede encontrar con mayor detalle en las cuatro solicitudes de patente de Rabinowitz a las que
se hace referencia en este documento.

[0133] La determinacion de paternidad se puede hacer exclusivamente usando mediciones SNP, y no se usan datos
de repeticiones en tandem individuales. La determinacion de la paternidad se puede hacer exclusivamente utilizando
mediciones SNP y STR. Los datos de SNP pueden medirse utilizando microarrays de SNP, o pueden medirse por
secuenciacion. La secuenciaciéon puede no ser dirigida, o puede ser dirigida, por ejemplo, mediante el uso de sondas
de circularizacion que estan dirigidas a un conjunto de loci polimérficos, o puede ser utilizada mediante el uso de
captura mediante técnicas de hibridacion. Los datos genéticos pueden medirse mediante una combinacion de
métodos; por ejemplo, los datos genéticos de los padres pueden medirse en un microarray SNP, mientras que el ADN
aislado del suero materno puede medirse usando secuenciacién dirigida donde las sondas de hibridacion de captura
se usan para apuntar a los mismos SNP que se encuentran en el microarray SNP. Se puede usar una combinacién
de los siguientes tipos de datos para determinar si el supuesto padre es el padre bioldgico del feto: datos SNP, datos
STR, datos cruzados, datos de microdelecion, datos de insercion, datos de translocacion u otros datos genéticos.

[0134] El método puede comprender la generacion de un informe que divulga la paternidad establecida del feto u otro
individuo diana. El informe puede generarse con el prop6sito de comunicar la determinacion de paternidad. El informe
puede comprender una probabilidad de que el supuesto padre sea el padre biolégico del feto. Algunos ejemplos de
dicho informe se muestran dentro; La Figura 7 es un ejemplo de un informe que revela una exclusiéon de paternidad,
la Figura 8 es un ejemplo de un informe que revela una inclusién de paternidad y la Figura 9 es un ejemplo de un
informe que indica un resultado indeterminado. El informe puede comprender un gréafico que contiene una distribucion
de una métrica relacionada con la paternidad para una pluralidad de individuos no relacionados con respecto a un feto
y madre dados (mostrados en gris curva), y una indicacion de la métrica para el supuesto padre (se muestra como un
triangulo). La distribucion de los machos no relacionados es diferente para cada caso; en estos tres informes, aqui se
utiliza una distribucién real de la estadistica de prueba para el feto y los machos no relacionados. El informe también
puede contener una indicacion de que el presunto padre es mas probable que forme parte de la distribucion de
individuos no relacionados (por ejemplo, la Figura 7) y, por lo tanto, se establece que el presunto padre no es el padre
biolégico del feto; el hecho de que el triangulo esté en la regidn de exclusion de paternidad del grafico indica que se
trata de una exclusion de paternidad. El informe también puede contener una indicaciéon de que es mas probable que
el presunto padre no sea parte de la distribuciéon de la métrica de paternidad para personas no relacionadas (por
ejemplo, la Figura 8), y que el presunto padre es el padre biol6gico del feto; el hecho de que el triangulo esté en la
region de inclusion de paternidad del gréafico indica que se trata de una inclusién de paternidad. El informe también
puede contener una indicaciéon de que las mediciones son indeterminadas (por ejemplo, la Figura 9); El hecho de que
el triangulo esté en la region de "resultado indeterminado” del grafico indica que no se llegd a ninguna conclusion con
respecto al establecimiento de la paternidad del feto.

[0135] La determinacion de si el presunto padre es el padre biolégico del feto se realiza sin el uso de repeticiones en
tandem individuales (ROS). La precision de la determinacion de la paternidad se puede aumentar mediante la
eliminacion gradual de los genotipos de los padres. Los genotipos de uno 0 mas de los padres pueden ser escalonados
con el uso de material genético de uno o mas individuos relacionados con ese padre. El individuo relacionado con el
padre puede ser los padres padre, madre, hermano, hijo, hija, hermano, hermana, tia, tio, gemelo, clon, un gameto
del padre y combinaciones de los mismos.

Otro método para la determinacion de la paternidad

[0136] EI plasma materno y, opcionalmente, el otro material genético se pueden medir mediante secuenciacion, por
ejemplo, utilizando secuenciadores de alto rendimiento como HISEQ o MISEQ de ILLUMINA, o el ION TORRENT de
LIFE TECHNOLOGIES.

[0137] Las pruebas de paternidad no invasivas pueden realizarse en una muestra de sangre materna si hay una
concentracién suficiente de ADN fetal flotante. En general, la fraccion de ADN fetal en la mayoria de los casos, el
plasma materno estara entre el 2 y el 20 por ciento, aunque puede ser tan bajo como 0,01% o tan alto como 40%,
dependiendo en parte de la edad gestacional. Ya se ha demostrado que este rango de fraccion fetal es suficiente para
la prueba de paternidad mediante un método de rechazo de hipétesis Unica que utiliza microarrays SNP. La
secuenciacion de alto rendimiento es una plataforma mucho mas precisa que permite el modelado matematico de la
respuesta de medicion esperada en cada SNP, para combinaciones de genotipos de madre e hijo. El plasma materno
y, opcionalmente, el otro material genético se puede medir mediante secuenciacion, por ejemplo, utilizando
secuenciadores de alto rendimiento como HISEQ o MISEQ de ILLUMINA, o ION TORRENT de LIFE
TECHNOLOGIES. La confianza en las inclusiones o exclusiones de paternidad se puede calcular utilizando teorias de
probabilidad y/o estimacion.

[0138] El método para las pruebas de paternidad puede incluir lo siguiente. Para un supuesto padre, se puede calcular
la probabilidad de los datos de secuenciacion, derivados del plasma, con respecto a las dos hipétesis diferentes: (1)
el supuesto padre es el padre (bioldgico) correcto (Hc) y (2) el supuesto padre no es el padre (bioldgico) correcto (Hw).
La hipétesis de que tiene la probabilidad mas alta o se elige entonces a posteriori. Este enfoque se puede combinar
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con un modelo de plataforma que relaciona la relacion de alelos en el plasma con el nimero observado de alelos
secuenciados A y B. Con el modelo de plataforma disponible, es posible obtener probabilidades probabilisticas de los
alelos secuenciados A y B para cada ubicacion de SNP para cada hipétesis.

[0139] Una complicacién es que la cantidad de fraccion fetal en el plasma materno puede variar entre individuos y con
el tiempo. El método puede explicar esta variabilidad. Hay varias formas de abordar este tipo de variabilidad. El método
puede estimar explicitamente la fraccién fetal; EI método puede poner a priori en la cantidad desconocida e integra
sobre todos los valores posibles. EI método puede usar un previo que es como una distribucion uniforme de 0 a algun
umbral, por ejemplo, 40%. Cualquier previo puede funcionar en teoria. Las probabilidades de varias fracciones
secundarias pueden calcularse, ya sea en un espacio continuo o en una particion finita e integrarse o sumar en el
rango, respectivamente.

[0140] Considere el plasma materno con fraccion fetal, f, y un Gnico SNP donde la relacion alélica esperada presente
en el plasma es r (basada en los genotipos materno y fetal). La proporcion de alelos esperada puede definirse como
la fraccion esperada de alelos A en el ADN combinado materno y fetal. Para genotipo materno gm y €l genotipo de
nifio ge, la relacién esperada de alelo esta dada por la ecuacion 1, suponiendo que los genotipos se representan como
proporciones de alelo también.

r ng,- + (1 'f)gm (1)

[0141] La observacién en el SNP comprende el nimero de lecturas mapeadas con cada alelo presente, na y no, que
suma a la profundidad de lectura d. Suponga que se han aplicado medidas de control de calidad a las probabilidades
de mapeo de manera que los mapeos y las observaciones de alelos puedan considerarse correctos. Un modelo simple
para la probabilidad de observacién es una distribucion binomial que supone que cada una de las lecturas d se extrae
independientemente de un gran grupo que tiene una relacién de alelo r. La ecuacion 2 describe este modelo.

na+nb

n, )r"a(l —7r)" (2)

P(ng, nplr) = prino(Na; na + np, 1) = (
[0142] Cuando los genotipos materno y fetal son todos A o todos B, la relacién alélica esperada en plasma sera 0 o
1, y p bino sera No estar bien definido. Ademas, esto no es deseable porque a veces se observan alelos inesperados
en la préactica. El modelo binomial se puede ampliar de varias maneras. Es posible utilizar una relacion de alelo
corregida r = 1/(na + np) para permitir que se tenga en cuenta una pequefa cantidad del alelo inesperado. Es posible
usar datos de entrenamiento para modelar la tasa de alelos inesperados que aparecen en cada SNP, y usar este
modelo para corregir la relacion de alelos esperada. Cuando la relacion alélica esperada no es 0 o 1, la relacién alélica
observada puede no converger a la relacion alélica esperada debido al sesgo de amplificacion u otros fenédmenos. La
relacién de alelos se puede modelar como una distribucion beta centrada en la relacién de alelos esperada, lo que
lleva a una distribucién beta-binomial para P (na, ne|r) que tiene una mayor varianza que el binomio.

[0143] Un modelo de plataforma general para la respuesta en un tUnico SNP puede definirse como F (a, b, g ¢, gm, f)

(3), o la probabilidad de observar na = a y no = b dado los genotipos maternos y fetales, que también depende de la
fraccion fetal a través de la ecuacién 1.

Fla.b, g., g, f) = P(n, = a, n, = blg,, g, f) (3

[0144] Obsérvese que puede ser factible para simplificar la férmula (3) por acondicionado en funcién de gc, gm y f por
ejemplo, mediante el uso de r como se define en (1) y el ejemplo binomial en (2). La ecuacion para F podria entonces
escribirse

Fia.b, g., gm. f) = P(n, = a, n, = blg., g, f) = P(n, = a, ny = bir(g., gm. f)) ()

[0145] En general, la forma funcional de F puede ser una distribucion binomial, distribucién beta-binomial, distribucion
multivariada de Pdya, una distribucién empirica estimada a partir de datos de entrenamiento o funciones similares
como se discutié anteriormente. La forma funcional de F puede tomar diferentes formas dependiendo de la hipotesis
del nimero de copias en el cromosoma en cuestion.

Un método para el calculo de la fraccion fetal

[0146] La determinacion de la fraccién de ADN fetal que esta presente en la fraccion mixta de ADN puede ser una
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parte integral de cualquier método para la determinacién no invasiva de paternidad prenatal, llamada de ploidia o
llamada de alelo. La fraccion fetal de la muestra mixta se puede determinar utilizando los datos genotipicos de la
madre, los datos genotipicos del padre y los datos genotipicos medidos de la muestra mixta que contiene ADN materno
y fetal. En el contexto de las pruebas de paternidad, y también en menor medida en el caso de llamadas de ploidia,
se desconoce la identidad del padre y, por lo tanto, los datos genotipicos del padre bioldgico de un feto pueden no
estar disponibles. En estos casos, es importante contar con un método para la determinacion de la fraccion fetal que
no requiera el genotipo del padre bioldgico del feto. Aqui se describen varios métodos para realizar la estimacion de
la fraccion fetal. Estos métodos se describen de manera general, de modo que son apropiados cuando el genotipo del
padre biol6gico esta disponible y cuando no lo esta.

[0147] Para un cromosoma particular, supongamos que estamos considerando N SNPs, para los cuales tenemos los
siguientes datos:

» Un conjunto de mediciones de secuencia de plasma NR S = (S1,.., Snr). Donde tenemos (A, B) cuenta para los alelos
Ay B para cada SNP, s se puede escribir como s = ((ai, b1),.., (an, b)), donde ai es el recuento a en SNP i, bi es el
recuento b en SNP i,y = 1:v (ai + b)) = NR

- Datos primarios que consisten en:

Informacioén del genotipo: madre Gm = (Gm1,.., Gmn), padre Gt = (Gt1,.., Giv), donde Gmi, Gri € (AA, AB, BB); y/o
- Mediciones de datos de secuencia: mediciones madre NRM sm = (Sm1,.., Smnr), mediciones padre NRF St =
(St1,.., Sir). Similar a la simplificacion anterior, si tenemos (A, B) cuenta en cada SNP Sm = ((@m1, bm1),.., (@mn,
bmn)), St = ((as1, bt),.., (am, b))
Colectivamente, los datos de madre, padre € hijo pueden denotarse como D = (Gm, Gt, Sm, St, S). Los datos genotipicos
de ambos padres pueden estar disponibles; datos genotipicos de solo la madre pueden estar disponibles; datos
genotipicos de solo el padre pueden estar disponibles; Los datos genotipicos de ninguno de los padres pueden estar
disponibles. Los datos genotipicos maternos pueden inferirse de los datos genotipicos medidos en la muestra mixta.
Tenga en cuenta que, en general, los datos primarios son deseables y aumentan la precision del algoritmo, pero no
son obligatorios.

[0148] La estimacién de la fraccion secundaria f es la fraccion secundaria esperada dados los datos:

f = E(cfr|D) = f f * P(f|D)df

[0149] Se puede dividir el intervalo de posibles fracciones secundarias en un conjunto C de puntos finamente
espaciados y realizar los calculos en cada punto que reducen la ecuacién anterior a:

f=E(|D) = ) f*P(f|D)

P(f|D) es la probabilidad de una fraccién secundaria particular f dados los datos D. Se puede deducir ain mas usando
la regla de Bayes:

P(f]D)~P(DIf) * P(f)

donde P(f) es el peso previo de una fraccién secundaria particular. Esto puede derivarse de informacion previa no
uniforme (uniforme) y puede ser proporcional al espacio entre las fracciones secundarias candidatas en el conjunto C.

[0150] P(Dlcfr) es la probabilidad de datos dados dada la fraccion secundaria particular, derivada bajo los supuestos
de nuimero de copia particular sobre los cromosomas relevantes. Podemos suponer una disomia en los cromosomas
utilizados. La probabilidad de los datos en todos los SNP es el producto de la probabilidad de datos en los SNP
individuales.

POID = POIfH) = | [ PIfH.D

Donde i denota un SNP particular, para SNP i tenemos:
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POISLHD = Y P(Dlgmgrgerf H1) * P(gelgm 97.H) * P(GmlD) * P(gy10)
Im.gf.9c

donde gm son posibles genotipos de la madre verdaderos, gt son posibles genotipos del padre verdaderos, gc son
posibles genotipos hijos y gm, gt, gc € {AA, AB, BB}.

[0151] P(gmli) es la probabilidad previa general de genotipo materno gm en SNP i, en base a la frecuencia de poblacién
conocida en SNP i, denotada pAi. En particular:

p(AAlpA) = (pA)?*. p(ABIpA) = 2(pA) * (1 — pA), p(BBIpA;) = (1 — pA)?
lo mismo para p(fli), probabilidad de genotipo del padre.

[0152] Que P(gc/gm,gr,H) denotar es la probabilidad de obtener un verdadero genotipo infantil = ¢, dados los padres m,
f, y asumiendo la hipétesis H, que podemos calcular facilmente. Por ejemplo, para una disomia:

padres P(c|m,f,disomia)

M F AA AB | BB
AA AA 1 0 0
AB AA 0,5 05 |0
BB AA 0 1 0
AA AB 0,5 05 [0
AB AB 0,25 0,5 |0,25
BB AB 0 05 105
AA BB 0 1 0
AB BB 0 0,5 [05
BB BB 0 0 1

[0153] Que P(D|gm,gt,9¢,h,i,f) la probabilidad de datos dada D en SNP i, dado el verdadero genotipo m de la madre, el
verdadero genotipo f del padre, el verdadero genotipo ¢ del nifio, la hipétesis H para el nimero de copia y la fraccion
f del nifio. Se puede desglosar en probabilidad de datos de madre, padre e hijo de la siguiente manera:

P(DIgm, 8 8c H. £, 1) = P(sp|8m, )P (G lgm, DP(s¢lge D P(Gelgs D P(s|gm, gc, H, £, 1)

[0154] La probabilidad de datos de genotipo de madre illumina gmi en SNP i en comparacion con el genotipo verdadero
gm, suponiendo que los genotipos de illumina sean correctos, es simplemente:

P(Gnlgm) = o &m0

[0155] La probabilidad de datos de la secuencia madre en SNP i, en el caso de recuentos Smi = (ami, bm;), sin ruido
adicional o sesgo involucrado, puede ser la probabilidad binomial definida como: P(Sml|,i) = Pxm(ami) donde
X|m~Binom(pm(A), ami+bmi) con pm(A) definido como:

m AA AB BB A
P(A) 1 0,5 0 1

ninguna llamada
0,5

o(m

Se aplica una ecuacién similar para las probabilidades paternas.

[0156] Tenga en cuenta que es posible obtener una respuesta sin los datos principales, especialmente sin los datos
principales. Por ejemplo, si no hay datos de genotipo padre F disponibles, se puede usar P(G|gs,i) = 1. Si no hay datos
de secuencia del padre St esté disponible, se puede usar P(St|gt,i) = 1. La informacion de diferentes cromosomas se
puede agregar usando promedios, promedio ponderado o una funcién similar.

Otro método para el calculo de la fraccion fetal

[0157] Aqui se describe otro método para determinar la fraccion de ADN fetal en una mezcla de ADN. Una version de
una estimacién de maxima verosimilitud de la fraccion fetal f para una prueba de paternidad, prueba de ploidia u otro
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proposito, puede derivarse sin el uso de informacion paterna. Defina So como el conjunto de SNP con genotipo materno
0 (AA), Sos como el conjunto de SNP con genotipo materno 0,5 (AB) y S+ como el conjunto de SNP con genotipo
materno 1 (BB). Los posibles genotipos fetales en So son 0y 0,5, lo que resulta en un conjunto de posibles proporciones

f
. RoH={0L). - Ri(f) = (1-£, 1}. | |
alélicas 2" De forma similar, Ros = {0,5-f, 0,5,0,5 + f} y 2 Todos o cualquier subconjunto
de los conjuntos So, Sos y St1 se puede utilizar para derivar una estimacion de fraccién secundaria.

[0158] Defina Nao y Nwo como los vectores formados por recuentos de secuencias para SNP en So, Naos ¥ Nbos de
manera similar para Sos, y Na1 y No1 de manera similar para S1. La estimacion de maxima verosimilitud f de f, usando
todos los conjuntos de genotipos maternos, se define mediante la ecuacion 4.

A

f = arg max; P(Nyo, Niolf) P(Nyo.5.NbosIf) P(Nai, Npilf) 4)

[0159] Suponiendo que los recuentos de alelos en cada SNP estan condicionados independientemente de la relacion
de alelos plasmaticos del SNP, las probabilidades pueden expresarse como productos sobre el SNP en cada conjunto:

P(Nuo. Nuolf) = [ [se5, P(nas. nuslf)

P(Nat, Notlf) = [ [ses, P(nas, nilf) (5)

donde nas, Nbs son los recuentos de SNPs s.

[0160] La dependencia de F es a través de los conjuntos de posibles relaciones de alelo Ro(f), Ros(f) y Ri(f). La
probabilidad de SNP P(nas, nes|f) puede aproximarse asumiendo el genotipo de maxima verosimilitud condicionado por
f. A una fraccién fetal y una profundidad de lectura razonablemente altas, la seleccién del genotipo de maxima
verosimilitud sera de alta confianza. Por ejemplo, con una fraccién fetal del 10 por ciento y una profundidad de lectura
de 1.000, considere un SNP donde la madre tenga el genotipo 0. Las proporciones de alelo esperadas son 0y 5 por
ciento, lo que sera facilmente distinguible a una profundidad de lectura suficientemente alta. La sustitucion del genotipo
infantil estimado en la ecuacion 5 da como resultado la ecuacién completa (6) para la estimacion de la fraccién fetal.

A nses() (maxrseR(,(f) P(nasr nbslrs)) nsesols (maxrseRo,s(f) P(nas' nbslrs))

f = arg maxg
nse$1 (maxrseR1(f)P(nas' nbslrs))

[0161] La fraccidn fetal debe estar en el rango [0, 1] y, por lo tanto, la optimizaciéon puede implementarse facilmente
mediante una busqueda unidimensional restringida.

[0162] Otro método seria la de suma sobre los genotipos posibles en cada SNP, dando como resultado la siguiente

expresion (7) para P(na, no|f) para un SNP en S 0. La probabilidad previa P(r) podria suponerse uniforme sobre Ro(f),
o0 podria basarse en las frecuencias de la poblacién. La extension a los grupos Sos y St es trivial.

P(na, nolf) = Xrero(r) P(Na, np ) P(r) )

Derivacién de probabilidades.

[0163] Se puede calcular una confianza a partir de las probabilidades de datos de las dos hip6tesis Hi, es decir, el
supuesto padre es el padre biologico y Hwt, es decir, el supuesto padre no es el padre bioldgico. El objetivo es calcular
P(H|D), es decir, la probabilidad de la hipétesis de los datos dados, para cada hipétesis e inferir qué hipdtesis es mas
probable. Esto se puede hacer usando la regla de Bayes: P(H|D)~P(D|H) OP(H) donde P(H) es el peso previo de la
hipétesis, y donde P(D|H) es la probabilidad de datos dada la hipétesis.

[0164] Considere P(DIH,f), es decir, la probabilidad de que los datos den hip6tesis para una fraccion secundaria
particular. Si hay disponible una distribucién en la fraccion secundaria, es posible derivar

P(D[H) =fP(D,fIH)df

y, ademas,
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P(D|H) = fP(DIH,f)P(le)df

[0165] Tenga en cuenta que P(f|H) es independiente de la hipbtesis, es decir, P(f|H) = P(f) ya que la fraccion secundaria
es la misma independientemente de si el presunto padre es el padre bioldgico o no, y se puede elegir cualquier P(f)
anterior razonable, por ejemplo, un uniforme anterior de 0 a 50% de fraccion infantil. Es posible usar solo una fraccién
secundaria, f. En este caso,

P(DIH) = P(D|H, )
[0166] Considere la probabilidad P(D|H, f). La probabilidad de cada hipotesis se deriva
en funcién del modelo de respuesta, la fraccién fetal estimada, los genotipos maternos, los supuestos genotipos padre,
las frecuencias de poblacion de alelos, los recuentos de alelos plasmaticos y los SNP. Deje que D represente los datos
como se defini6 anteriormente.

[0167] Se puede suponer que la observacion en cada SNP esta condicionada de forma independiente a la relacion de

alelo plasmatico, por lo tanto, la probabilidad de una hip6tesis de paternidad es el producto de las probabilidades en
los SNP:

POIHD = | | POIRED
SNPs i

[0168] Las siguientes ecuaciones describen cémo se puede derivar la probabilidad de un Gnico SNP i y una sola
fraccion de hijo f. La ecuacion 8 es una expresion general para la probabilidad de cualquier hipdtesis H, que luego se
desglosara en los casos especificos de Hit y Hwt. Tenga en cuenta que los genotipos, gm, gt, gdf ¥ gc, toman valores en
{AA, AB, BB} que se traduce en {0,0,5,1} donde AA = 0, AB = 0,5, BB = 1. Ademas, g« denota los genotipos del
verdadero padre y g df denota los genotipos representados por los datos proporcionados para el padre. En el caso de
H tf, g tf y g df son equivalentes.

PODIf, H,0) = Xg,.9:.9a7.9:005,1 P(D|gms Gag> G £ H,0) * P(ge|Gms Gep, H) * P(gmli) *
P(geri) * P(garli) (8)

[0169] En el caso de la hipétesis Hy, el supuesto padre es el padre biolégico y los genotipos fetales se heredan de los
genotipos maternos y los presuntos genotipos del padre. La ecuacion anterior se simplifica a:

P(D|f,H = Hy, i)

- Z P(D|gm Gerr Ger [ H = Heg,0) * P(gc|Gms Gep H = Hey)
Imgef9c€{0,0.51}

* P(gml0) * P(gesli)

Ademéas,

P(9c|gm: ges H = Her) = P(GclGms Ger)

P(D|gm. gef: e fo H = Hyp, i) =
P(sm|gm, DP(Gm|gm, DP(s¢lges, P (Gelger, DP(S|gm, 8, £ 1) )
[0170] En el caso de Hwi, el supuesto padre no es el padre biolégico. Se puede generar una estimacién de los

verdaderos genotipos del padre utilizando las frecuencias de poblacion en cada SNP. Por lo tanto, las probabilidades
de los genotipos infantiles pueden determinarse por los genotipos maternos conocidos y las frecuencias de la
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poblacién, es decir, los datos no proporcionan informacion adicional sobre los genotipos del padre biolégico. En este
caso, la ecuacion anterior no se simplifica ain mas y permanece como:

P(D|f,H = Hyy,i)

= Z P(D|gm'gdf;gc:f;H =wa,i)
Im.gef9df9c€£0,0.5,1}

* P(gelGm Gepr H = Hyyp) * P(Gnli) * P(ger|i) * P(garli)
Ademéas,

P(gc|Gm gep H = Hyws) = P(GclGms Ger)

donde la Unica informacion sobre gt son los antecedentes de la poblacion y:

P(Dlgm: 9es. Ger . H = Huy, i) =
P(Smlgm: i)P(Gmlgm, i)P(Sflgdf, i)P(GHng i)P(Slgm. go f, i) (10)

[0171] En ambas expresiones de las probabilidades, P(DIf,H,i), es decir, para ambas hipétesis, el modelo de respuesta,
P(s|gm,g41,9¢,f,H) esta generalizado. Se mencionan ejemplos especificos en otras partes del documento en discusiones
sobre modelos de plataforma generales. Algunos ejemplos para el modelo de reposo incluyen la distribucion binomial,
la distribucion beta-binomial, la distribucion multivariada de Pdya, una distribucion empirica estimada a partir de datos
de entrenamiento o funciones similares como se discutié anteriormente.

[0172] La confianza Cp en la paternidad correcta se puede calcular a partir de las probabilidades P(D|Hi) y P(D|Hw).
Este calculo puede calcularse utilizando la regla de Bayes de la siguiente manera:

- P(D|Her)P(Her)
P P(D|Hef)P(Hef) + P(D|Hyy)P(Hy)

0 escrito para un caso mas especifico como producto sobre SNP de las dos probabilidades:

Hi P(D|Htf'cms'0tf'f)
[1s P(nasnps|He,Gims,Gef.f ) +[1s P(nasps|Hf,.Gms,Gef.f)

C,=
La confianza puede calcularse de la siguiente manera:

_ P(D|Her)
P P(D|He) + P(D|Hyy)

También son posibles otras funciones razonables de las probabilidades.

Seccidn experimental

Experimento 1

[0173] Veintiln mujeres embarazadas con la paternidad confirmada y edades gestacionales entre 6 y 21 semanas se
inscribié. Los participantes donaron sangre voluntariamente como parte de nuestro programa de investigacion
aprobado por el IRB, y fueron extraidos de centros de FIV, oficinas de obstetricia y la poblacién general en diferentes
lugares de los EE.UU. ADN libre de células (ADNf) aislado del plasma materno, junto con el ADN de la madre y
supuesto padre, se amplificaron y midieron utilizando una matriz SNP. Se us6 un método informatico divulgado en
este documento para excluir o incluir la paternidad de 21 padres correctos y 36.400 padres incorrectos al comparar a
cada supuesto padre con una distribucién de referencia generada a partir de un conjunto de méas de 5.000 individuos
no relacionados. 20 de 21 muestras tenian suficiente ADN fetal para devolver los resultados. Veinte de veinte (100%)
de las inclusiones de paternidad fueron correctas. 36.382 de 36.382 exclusiones de paternidad fueron correctas
(100%), con 18 "sin llamadas" debido a la similitud genética intermedia. No hubo llamadas equivocadas.

[0174] La poblacion estaba compuesta por parejas que donaron su sangre para la investigacion prenatal. Las mujeres
tuvieron que tener embarazos Unicos, estar en el primer o segundo trimestre y haber confirmado la paternidad. Se
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recogieron muestras de sangre de mujeres usando tubos de sangre SIN CELULAS (STRECK) que contienen
conservantes de globulos blancos, y se recogieron muestras genéticas del padre, ya sea como una muestra de sangre
(EDTA) o bucal. Se obtuvo el consentimiento informado por escrito de todos los participantes, y las muestras genéticas
se obtuvieron de pacientes inscritos en un estudio aprobado por el IRB.

[0175] La sangre de la madre se centrifugd para aislar la capa leucocitaria y el suero. El ADN genémico en el manto
y la supuesta capa leucocitaria paterna y el ADN en el suero materno se prepararon para el analisis y se ejecutaron
en matrices SNL CYTO12 ILLUMINA INFINIUM utilizando protocolos estandar. Brevemente, se aislé el ADN del suero
usando el kit QIAGEN CIRCULATING NUCLEIC ACID y se eluyé en 45 ul de tampdn de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. Se us6 eluato de veinte microlitros en una reaccion de terminacion roma en 1x tampén NEB 4, dNTP
0,42 mM y ADN polimerasa T4 2,5 U (NEW ENGLAND BIOLABS), se incub6 a 20°C durante 30 minutos, luego a 75°C
durante 15 minutos. Se agregaron tres microlitros de mezcla de ligadura (0,5 ul 10xNEB 4, 1 ul 10 mM ATP, 1 ul T4
PNK (NEW ENGLAND BIOLABS), 0,5 ul T4 ADN Ligasa (NEW ENGLAND BIOLABS)) y las muestras se incubaron a
16 C durante 24 horas, luego 75 C por 15 min. La muestra se transfirié al ensayo estandar ILLUMINA INFINIUM junto
con el ADN gendémico materno y el supuesto padre paterno. En resumen, 24 ul de ADN se amplificaron al genoma
completo a 37°C durante 20-24 horas seguido de fragmentacién y precipitacion. El precipitado se resuspendio luego
en tampédn de hibridacion, se desnaturaliz6 por calor y se transfiri6 a matrices Cyto12 SNP usando un TECAN EVO.
Las matrices se incubaron a 48°C durante al menos 16 horas, se tifieron con X (INFINIUM Il CHEMISTRY) y se lavaron
en TECAN EVO, y finalmente se escanearon. Las intensidades de matriz se extrajeron usando BEADSTIDUO
(ILLUMINA).

[0176] EI método de la informatica descrito gener6 una estadistica de prueba que mide el grado de similitud genética
entre el feto y otro individuo. Esta estadistica de prueba se calculé tanto para el presunto padre como para un conjunto
de mas de 5.000 individuos no relacionados. Una sola prueba de rechazo de hipétesis determiné si la estadistica
calculada para el supuesto padre podria excluirse de la distribucién formada por los individuos de referencia no
relacionados. Si el supuesto padre podia ser rechazado del conjunto no relacionado, entonces se producia una
inclusién de paternidad; de lo contrario, se excluyé la paternidad. Para las 20 muestras con suficiente ADN, la prueba
de paternidad se realiz6 contra 20 padres correctos, y para 1,820 padres incorrectos seleccionados al azar.

[0177] Se solicitd una inclusion de paternidad cuando el valor p de la estadistica de prueba del presunto padre sobre
la distribucién de individuos no relacionados fue inferior a 10. Esto significa que, en teoria, no se espera que mas de
uno de cada 10.000 individuos no relacionados muestren tanta similitud genética con el feto. Se llamé una "no llamada”
cuando el valor p esta entre 10 y 0,02. Se realiz6 una llamada de "ADN fetal insuficiente" cuando el ADN fetal
constituia menos del 2% del ADN plasmatico. El conjunto de individuos no relacionados utilizados para generar la
distribucion esperada estaba compuesto por individuos de una amplia variedad de antecedentes raciales, y la
determinacion de inclusion o exclusién de paternidad se recalcul6é para conjuntos de individuos no relacionados de
diferentes razas, incluida la raza indicada para el supuesto padre. Los resultados de inclusion y exclusién fueron
generados automaticamente por el algoritmo, y no fue necesaria la intervencion humana.

[0178] En conclusién, se ensayaron veinte uno muestras de sangre materna con la paternidad conocida. Veinte de las
21 muestras arrojaron resultados, mientras que una tenia ADN fetal insuficiente para el analisis; esta muestra fue
extraida de una mujer a las 8 semanas de edad gestacional. Veinte de veinte (100%) resultados confirmaron la
paternidad correcta, cada uno con un valor p de <10#. Cada una de las 20 muestras con suficiente fraccion fetal se
analiz6é contra un conjunto aleatorio de 1.820 padres incorrectos, para un total de 36,400 pruebas de paternidad
individuales. 36.382 de estos andlisis arrojaron un resultado; 36.382 de 36.382 (100%) correctamente tenian la
paternidad excluida con un valor p de mayor que 10-%, y 18 de 36.400 (0,05%) fueron llamados "ninguna llamada", con
un valor de p entre 10y 0,02. No hubo exclusiones o inclusiones incorrectas de paternidad.

[0179] Nueve de 21 muestras habian confirmado la paternidad debido al control de la fertilizacion durante la FIV con
la paternidad correcta confirmada después de la fertilizacion a través del diagnostico genético previo a la implantacion.
Doce muestras confirmaron la paternidad mediante pruebas de paternidad independientes de ADN gendmico
fetal/infantil, realizadas por el Centro de Diagnéstico de ADN, Fairfield, Ohio.

Experimento 2

[0180] En un experimento, se prepararon cuatro muestras de plasma materno y se amplificaron usando un protocolo
de 9,600-plex hemi-anidado. Las muestras se prepararon de la siguiente manera: se centrifugaron entre 15y 40 ml de
sangre materna para aislar la capa leucocitaria y el plasma. EI ADN gendmico en la madre y se prepar6 a partir de la
capa leucocitaria y el ADN paterno se preparo a partir de una muestra de sangre o muestra de saliva. EI ADN libre de
células en el plasma materno se aislé usando el kit de QIAGEN CIRCULATING NUCLEIC ACID y se eluyé en 45 yl
de tampdn TE segun las instrucciones del fabricante. Los adaptadores de ligadura universal se afiadieron al final de
cada molécula de 35 pul de ADN de plasma purificado y las bibliotecas se amplificaron durante 7 ciclos usando
cebadores especificos del adaptador. Las bibliotecas se purificaron con cuentas AGENCOURT AMPURE y se eluyeron
en 50 ul de agua.

[0181] 3 ul del ADN se amplific6 con 15 ciclos de STA (95°C durante 10 min para la activacion inicial de la polimerasa,
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a continuacion, 15 ciclos de 95°C durante 30 afos; 72°C durante 10 s; 65°C durante 1 min; 60°C por 8 min; 65°C por
3 miny 72°C por 30s; y una extension final a 72°C poR2 min) usando una concentracién de cebador 14,5 nM de 9600
cebadores inversos etiquetados especificos del objetivo y un cebador directo especifico de adaptador de biblioteca a
500 nM.

[0182] El protocolo de PCR hemi-anidado implicaba una segunda amplificacién de una dilucién del primer producto de
STA durante 15 ciclos de STA (95°C durante 10 minutos para la activacion inicial de la polimerasa, luego 15 ciclos de
95°C durante 30 segundos; 65°C por 1 min; 60°C por 5 min; 65°C por 5 min y 72°C por 30s; y una extension final a
72°C por 2 min usando una concentracién de etiqueta inversa de 1000 nM, y una concentracion de 16,6 u nM para
cada uno de los cebadores directos especificos de objetivo de 9600.

[0183] Luego se amplificé una alicuota de los productos STA mediante PCR estandar durante 10 ciclos con 1 uM de
cebadores directos y de codigo de barras inversos especificos de etiqueta para generar bibliotecas de secuenciacion
con codigo de barras. Una alicuota de cada biblioteca se mezcl6 con las bibliotecas de diferentes codigos de barras y
se purificé usando una columna de centrifugacion.

[0184] De esta manera, 9.600 cebadores se utilizaron en las reacciones de un solo pozo; los cebadores fueron
disefados para apuntar SNPs encontrados en los cromosomas 1, 2, 13, 18, 21, X e Y. Los amplicones fueron
secuenciados d utilizando un secuenciador ILLUMINA GAIIX. Por muestra, el secuenciador generd aproximadamente
3,9 millones de lecturas, con 3,7 millones de lecturas asignadas al genoma (94%), y de ellas, 2,9 millones de lecturas
(74%) asignadas a SNP especificos con una profundidad promedio de lectura de 344 y una mediana de profundidad
de lectura de 255. Se encontré que la fraccion fetal para las cuatro muestras era 9,9%, 18,9%, 16,3% y 21,2%

[0185] Muestras relevantes de ADN gendmico materno y paternal fueron amplificadas usando un protocolo 9600-plex
semi-anidado y secuenciadas. El protocolo semi-anidado es diferente en el sentido de que aplica 9.600 cebadores
directos externos y cebadores inversos etiquetados a 7,3 nM en la primera STA. Las condiciones de termociclado y la
composicion de la segunda STA, y la PCR del codigo de barras fueron las mismas que para el protocolo hemi-anidado.

[0186] Los datos de secuenciacion se analizaron usando los métodos informéticos descritos en este documento y se
determiné que cada uno de un conjunto de diez machos no relacionados de un conjunto de referencia no era el padre
biolégico de cada uno de los fetos gestantes.

Experimento 3

[0187] En un experimento, se amplificaron 45 conjuntos de células usando un protocolo semi-anidado de 1,200 plex,
secuenciado, y se hicieron determinaciones de ploidia en tres cromosomas. Tenga en cuenta que este experimento
esta destinado a simular las condiciones de realizar pruebas de paternidad en células fetales individuales obtenidas
de sangre materna, o en muestras forenses donde esta presente una pequefia cantidad de ADN del nifio. Se colocaron
15 células individuales individuales y 30 conjuntos de tres células en 45 tubos de reaccion individuales para un total
de 45 reacciones donde cada reaccion contenia células de una sola linea celular, pero las diferentes reacciones
contenian células de diferentes lineas celulares. Las células se prepararon en 5 ul de tampén de lavado y se lisaron
anadiendo 5 ul de tampdn de lisis ARCTURUS PICOPURE (APPLIED BIOSYSTEMS) e incubando a 56°C durante 20
min, 95°C durante 10 min.

[0188] EI ADN de las unica/tres células se amplificaron con 25 ciclos de STA (95°C durante 10 min para la activacion
inicial de la polimerasa, luego 25 ciclos de 95°C durante 30 s; 72°C durante 10 s; 65°C durante 1 min; 60°C durante 8
min; 65°C durante 3 min y 72°C durante 30 s; y una extension final a 72°C durante 2 min) usando una concentracion
de cebador 50 nM de 1200 cebadores directos y marcados hacia atras especificos de la diana.

[0189] EI protocolo de PCR semi-anidado incluy6 tres amplificaciones paralelas de una dilucién del primer producto
de STA durante 20 ciclos de STA (95°C durante 10 minutos para la activacién inicial de la polimerasa, luego 15 ciclos
de 95°C durante 30 segundos; 65°C durante 1 min; 60°C durante 5 min; 65°C durante 5 min y 72°C durante 30 s; y
una extension final a 72°C durante 2 min) usando una concentracion de cebador especifico de etiqueta inversa de
1000 nM, y una concentraciéon de 60 nM para cada uno de los 400 cebadores directos anidados especificos de la
diana. En las tres reacciones paralelas de 400-plex, el total de 1200 dianas amplificadas en la primera STA se
amplificaron asi.

[0190] Una parte alicuota de los productos STA se amplific luego por PCR estandar durante 15 ciclos con 1 uM de
cebadores inversos directos y con cédigo de barras especificos de etiqueta para generar bibliotecas de secuenciacion
con cédigo de barras. Una parte alicuota de cada biblioteca se mezcl6 con bibliotecas de diferentes codigos de barras
y se purificé6 usando una columna giratoria.

[0191] De esta manera, se usaron 1.200 cebadores en las reacciones unicelulares; los cebadores se disefiaron para
apuntar a los SNP encontrados en los cromosomas 1, 21 y X. Los amplicones se secuenciaron luego usando un
secuenciador ILLUMINA GAIIX. Por muestra, el secuenciador gener6 aproximadamente 3,9 millones de lecturas, con
un mapeo de 500.000 a 800.000 millones de lecturas al genoma (74% a 94% de todas las lecturas por muestra).
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[0192] Relevantes muestras de ADN gendmico materno y paterno de lineas celulares se analizaron utilizando el mismo
grupo de ensayo 1200-plex semianidado con un protocolo similar con menos ciclos y segunda STA 1200-Plex, y se
secuenciaron.

[0193] Los datos de secuenciacion se analizaron usando los métodos informaticos descritos en el presente documento
y se determin6 que cada uno de un conjunto de diez machos no relacionados de un conjunto de referencia no era el
padre biol6gico del individuo diana para cada una de las 45 células.

ADN de nifios de embarazos previos en sangre materna

[0194] Una dificultad para las pruebas de paternidad prenatales no invasivas es diferenciar las células fetales del
embarazo actual de las células fetales de los embarazos anteriores. Algunos creen que la materia genética de
embarazos anteriores desaparecera después de un tiempo, pero no se ha demostrado evidencia concluyente. Es
posible determinar el ADN fetal presente en la sangre materna de origen paterno (es decir, el ADN que el feto hered6
del padre) usando el método PARENTAL SUPPORT™ (PS) y el conocimiento del genoma paterno. Este método
puede utilizar informacién genética parental por fases. Es posible eliminar el genotipo parental de la informacién
genotipica sin fase utilizando datos genéticos de los abuelos (como datos genéticos medidos de un esperma del
abuelo), o datos genéticos de otros nifios nacidos, o una muestra de un aborto espontaneo. También se podria eliminar
la informacién genética sin fases mediante una fase basada en HapMap o un haplotipado de células paternas. El
haplotipado exitoso se ha demostrado al detener las células en la fase de la mitosis cuando los cromosomas son haces
apretados y al usar microfluidos para colocar cromosomas separados en pozos separados. Es posible utilizar los datos
haplotipicos paternos por fases para detectar la presencia de mas de un homologo del padre, lo que implica que el
material genético de mas de un nifio esta presente en la sangre. Al centrarse en los cromosomas que se espera que
sean euploides en un feto, se podria descartar la posibilidad de que el feto sufriera una trisomia. Ademas, es posible
determinar si el ADN fetal no es del padre actual, en cuyo caso se podria usar otros métodos como la prueba triple
para predecir anomalias genéticas.

[0195] Puede haber otras fuentes de material genético fetal disponibles a través de métodos distintos a la extraccion
de sangre. En el caso del material genético fetal disponible en la sangre materna, hay dos categorias principales: (1)
células fetales enteras, por ejemplo, glébulos rojos fetales nucleados o eritroblatos, y (2) ADN fetal flotante libre. En el
caso de las células fetales enteras, existe alguna evidencia de que las células fetales pueden persistir en la sangre
materna durante un periodo prolongado de tiempo, de modo que es posible aislar una célula de una mujer embarazada
que contiene el ADN de un nifio o el feto de un embarazo previo. También hay evidencia de que el ADN fetal flotante
se elimina del sistema en cuestion de semanas. Un desafio es como determinar la identidad del individuo cuyo material
genético esta contenido en la célula, a saber, asegurar que el material genético medido no sea de un feto de un
embarazo anterior. En la presente divulgacion, el conocimiento del material genético materno se puede utilizar para
garantizar que el material genético en cuestion no sea material genético materno. Existen varios métodos para lograr
este objetivo, incluidos los métodos basados en informatica, como PARENTAL SUPPORT™, como se describe en
este documento o cualquiera de las patentes a las que se hace referencia en este documento.

[0196] En la presente descripcion, la sangre extraida de la madre embarazada puede ser separada en una fraccion
que comprende ADN fetal de libre flotacion, y una fraccion que comprende glébulos rojos nucleados. EI ADN flotante
libre puede enriquecerse opcionalmente y puede medirse la informacién genotipica del ADN. A partir de la informacion
genotipica medida del ADN de flotacion libre, el conocimiento del genotipo materno puede usarse para determinar
aspectos del genotipo fetal. Estos aspectos pueden referirse al estado de ploidia, y/o un conjunto de identidades de
alelos. Luego, las células nucleadas individuales que son presumiblemente o posiblemente de origen fetal pueden ser
genotipadas usando métodos descritos en otra parte de este documento, y otras patentes de referencia, especialmente
las mencionadas en este documento. El conocimiento del genoma materno permitiria determinar si alguna célula
sanguinea dada es genéticamente materna. Y los aspectos del genotipo fetal que se determinaron como se describié
anteriormente permitirian determinar si la Unica célula sanguinea se deriva genéticamente del feto que se esta
gestando actualmente. En esencia, este aspecto de la presente divulgacion permite utilizar el conocimiento genético
de la madre, y posiblemente la informacién genética de otros individuos relacionados, como el padre, junto con la
informacién genética medida del ADN flotante libre que se encuentra en la sangre materna para determinar si una
célula nucleada aislada que se encuentra en la sangre materna es (a) genéticamente materna, (b) genéticamente del
feto que se esta gestando actualmente, o (c) genéticamente de un feto de un embarazo anterior.
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REIVINDICACIONES

1. Un método ex vivo para establecer si un supuesto padre es el padre biolégico de un feto que se esta gestando en
una madre embarazada, el método comprende:

realizar mediciones genotipicas de alelos de polimorfismo de un solo nucleétido (SNP), en una pluralidad de
loci polimorficos, en material genético obtenido del supuesto padre, material genético obtenido de la madre
embarazada y en una muestra mixta de ADN procedente de una muestra de sangre obtenida de la madre
embarazada, donde la muestra mixta de ADN comprende ADN fetal y ADN materno;

en donde dichas mediciones genotipicas son mediciones de salida de una plataforma de genotipado que
comprende la identidad de la pluralidad de nucleétidos en la pluralidad de loci polimérficos;

determinar, en una computadora, la probabilidad de que el supuesto padre sea el padre bioldgico del feto que
se gesta en la madre embarazada obteniendo frecuencias poblacionales de alelos para cada locus en la
pluralidad de loci polimorficos;

crear una particion del rango de posibles fracciones de ADN fetal en la muestra mixta de ADN, en donde la
particién de posibles fracciones fetales varia de 2% de fraccion fetal a 30% de fraccion fetal, determinandose
la fraccion fetal realizando mediciones genotipicas en una pluralidad de loci polimérficos de la muestra mixta
de ADN; obtener datos genotipicos en la pluralidad de loci polimérficos del supuesto padre;

calcular una probabilidad de que el presunto padre sea el padre bioldgico del feto utilizando las mediciones
genotipicas realizadas en el material genético del presunto padre y la muestra mixta de ADN; para cada una
de las posibles fracciones fetales en la particion utilizando una estimacion de maxima verosimilitud o una
técnica a posteriori maxima; y

determinar la probabilidad de que el presunto padre sea el padre biolégico del feto combinando las
probabilidades calculadas de que el presunto padre es el padre biolégico del feto para cada una de las
posibles fracciones fetales en la particion;

calcular una probabilidad de que el presunto padre no sea el padre biolégico del feto dadas las mediciones
genotipicas realizadas a partir del material genético de la madre, el presunto padre y la muestra mixta de
ADN, y las frecuencias de poblacién de alelos obtenidas dadas; para cada una de las posibles fracciones
fetales en la particién; y

determinar la probabilidad de que el presunto padre no sea el padre biolégico del feto combinando las
probabilidades calculadas de que el presunto padre no es el padre biologico del feto para cada una de las
posibles fracciones fetales en la particion; y

establecer si el presunto padre es el padre biologico del feto utilizando una uUnica prueba de rechazo de
hipétesis, una estimacion de maxima verosimilitud o una técnica a posteriori maxima dada la probabilidad
determinada de que el presunto padre sea el padre biolégico del feto.

2. El método de la reivindicacion 1, en donde la muestra mixta de ADN comprende: (i) ADN que era de ADN flotante
libre en una fraccion de plasma de la muestra de sangre de la madre embarazada, (ii) sangre entera materna o (iii)
una fraccion de sangre materna que contiene células nucleadas.

3. El método de la reivindicacion 1, en donde la determinacién comprende:
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calcular una estadistica de prueba para el supuesto padre y el feto, en donde la estadistica de prueba indica
un grado de similitud genética entre el presunto padre y el feto, y en donde la estadistica de prueba se basa
en las mediciones genotipicas hechas del material genético del supuesto padre, las mediciones genotipicas
hechas de la muestra mixta de ADN y las mediciones genotipicas obtenidas del material genético de la madre
embarazada;

calcular una distribucion de una estadistica de prueba para una pluralidad de individuos que no estan
genéticamente relacionados con el feto, donde cada estadistica de prueba calculada indica un grado de
similitud genética entre un individuo no relacionado de la pluralidad de individuos que no estan relacionados
con el feto y el feto, en donde la estadistica de prueba se basa en mediciones genotipicas hechas de ADN
del individuo no relacionado, las mediciones genotipicas hechas de la muestra mixta de ADN y las mediciones
genotipicas obtenidas del material genético de la madre embarazada;

en donde la estadistica de prueba es una funcién de los valores porcentuales de las distribuciones de las
mediciones de SNP para contextos parentales seleccionados que demuestra la diferencia en los valores, en
donde cada contexto parental es un conjunto de alelos donde el genotipo de la madre y el genotipo del
supuesto padre del el feto es el mismo para cada alelo;

calcular una probabilidad de que la estadistica de prueba calculada para el supuesto padre y el feto sea parte
de la distribucién de la estadistica de prueba calculada para la pluralidad de individuos no relacionados y el
feto; y

determinar la probabilidad de que el presunto padre sea el padre biolégico del feto utilizando la probabilidad
de que la estadistica de prueba calculada para el presunto padre sea parte de la distribucion de la estadistica
de prueba calculada para la pluralidad de individuos no relacionados y el feto.

4. El método de la reivindicacion 3, en donde establecer si un presunto padre es el padre bioldgico del feto comprende
ademas:
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establecer que el presunto padre es el padre biologico del feto al rechazar una hip6tesis de que el presunto
padre no esta relacionado con el feto si la probabilidad de que el presunto padre sea el padre biol6gico del
feto esta por encima de un umbral superior; 0

establecer que el presunto padre no es el padre bioldgico del feto al no rechazar una hipétesis de que el
presunto padre no esta relacionado con el feto si la probabilidad de que el presunto padre sea el padre
bioldgico del feto esta por debajo de un umbral inferior; o

no establecer si un supuesto padre es el padre biolégico del feto si la probabilidad se encuentra entre el
umbral inferior y el umbral superior, o si la probabilidad no se determiné con la confianza suficientemente alta.

5. El método de la reivindicacion 1, en donde calcular la probabilidad de que el supuesto padre sea el padre biolégico
del feto y calcular la probabilidad de que el supuesto padre no sea el padre bioldgico del feto comprende ademas:

calcular, para cada uno de la pluralidad de loci polimérficos, una probabilidad de datos de secuencia
observados en un locus particular usando un modelo de respuesta de plataforma, una o una pluralidad de
fracciones en la posible particion de fracciones fetales, una pluralidad de proporciones de alelos para la
madre, una pluralidad de proporciones de alelos para el supuesto padre, y una pluralidad de proporciones
alélicas para el feto;

calcular una probabilidad de que el presunto padre sea el padre biol6gico combinando la probabilidad de los
datos de secuencia observados en cada locus polimoérfico sobre todas las fracciones fetales en la particién,
sobre las proporciones alelo madre en el conjunto de loci polimérficos, sobre las proporciones alelo alegadas
padre en el conjunto de loci polimérficos, y sobre las raciones de alelos fetales en el conjunto de loci
polimérficos;

calcular una probabilidad de que el supuesto padre no sea el padre biolégico combinando la probabilidad de
los datos de secuencia observados en cada locus polimérfico sobre todas las fracciones fetales en la particion,
sobre proporciones del alelo materno en el conjunto de loci polimérficos, sobre las frecuencias de poblacién
para el conjunto de loci polimoérficos, y sobre las proporciones de alelos fetales en el conjunto de loci
polimérficos;

calcular una probabilidad de que el presunto padre sea el padre biolégico basandose en la probabilidad de
que el presunto padre sea el padre biolégico; y

calcular una probabilidad de que el presunto padre no sea el padre biolégico basandose en la probabilidad
de que el presunto padre no sea el padre bioldgico.

6. El método de la reivindicacion 1, en donde establecer si un supuesto padre es el padre biolégico de un feto
comprende ademas:

establecer que el supuesto padre es el padre biolégico si la probabilidad calculada de que el supuesto padre
es el padre bioldgico del feto es significativamente mayor que la probabilidad calculada de que el presunto
padre no sea el padre bioldgico; o

establecer que el presunto padre no es el padre bioldgico del feto si la probabilidad calculada de que el
presunto padre es el padre bioldgico es significativamente mayor que la probabilidad calculada de que el
presunto padre no es el padre biolégico.

7. El método de la reivindicacion 1, en donde se calcula una confianza para la determinacion establecida de si el
supuesto padre es el padre bioldgico del feto.

8. El método de la reivindicacion 1, en donde la obtencién de mediciones genotipicas del material genético de la madre
embarazada comprende realizar mediciones genotipicas en una muestra de material genético de la madre
embarazada que consiste en material genético materno.

9. El método de la reivindicacion 1, en donde la obtencién de mediciones genotipicas del material genético de la madre
embarazada comprende:

inferir qué mediciones genotipicas de las mediciones genotipicas realizadas en la muestra mixta de ADN son
probablemente atribuibles al material genético de la madre embarazada usando frecuencias de una poblacion
de alelos y el uso de las mediciones genotipicas que se infiere que son atribuibles al material genético de la
madre como las mediciones genotipicas obtenidas.
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