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DESCRIPCION
Analisis paralelo multiplex de regiones gendmicas blanco para analisis prenatales no invasivos

Sector de la técnica

La presente invencion se inscribe en el campo de los analisis prenatales no invasivos, en particular, el campo de los
anélisis del riesgo de una anomalia cromosémica en ADN fetal. La presente invencién refiere a un kit para realizar un
método de analizar el riesgo de una anomalia cromosémica en ADN fetal.

Estado de la técnica

El descubrimiento de ADN fetal libre (ADNfl) en la circulacién materna (Lo, Y.M. et al. (1997) Lancet 350:485-487)
marcé un hito en el camino hacia el desarrollo de anélisis prenatales no invasivos para la deteccién de aneuploidias
fetales y abrié nuevas posibilidades en el entorno clinico. El ADNfl se ha usado exitosamente para la determinacién
del sexo fetal y el factor Rh fetal a partir de plasma materno (véanse, por ejemplo, Bianchi, D. et al. (2005) Obstet.
Gynecol. 106:841-844; Lo, Y.M. et al. (1998) N. Engl. J. Med. 339:1734-1738; patente estadounidense n.° 6,258,540;
publicacién del PCT WO 91/07660). Estos métodos se han convertido en analisis de rutina en multiples laboratorios
de diagnéstico en todo el mundo. Sin embargo, el andlisis directo de la cantidad reducida de ADNfl en presencia de
un exceso de ADN materno es un gran desafio para la evaluacién de las aneuploidias fetales mediante analisis
prenatales no invasivos (NIPT).

Originalmente, se estimé que el ADNfl en la circulacién materna representaba entre el 3 y el 6 % del ADN total (Lo,
Y.M. et al. (1998) Am. J. Hum. Genet. 62:768-775). Sin embargo, estudios recientes sugieren que el ADN fetal puede
alcanzar un porcentaje del 10 al 20 % del ADN total en la circulacién materna (Lun, F.M. et al. (2008) Clin. Chem.
54:1664-1672). En las aneuploidias, uno de los cromosomas esta presente en mas o menos copias de lo normal. Por
ejemplo, en los casos de trisomia 21, el cromosoma 21 esta presente en tres copias en lugar de dos. Por ende, la
capacidad de distinguir los casos normales de los casos de trisomia 21 depende de la capacidad de detectar la copia
adicional del cromosoma 21. Sin embargo, los niveles elevados de ADN materno en la circulacién materna en
comparacion con la cantidad reducida de ADN fetal complican alin més la cuantificacién.

A lo largo de la Ultima década, se han aplicado una serie de métodos diferentes para discriminar el ADNfl del ADN
materno circulante o para enriquecer el ADNfl (Chan, K.C. et al. (2004) Clin. Chem. 50:88-92; Papageorgiou, E.A. et
al. (2009) Am. J. Pathol. 174:1609-1618). Estos incluyen enfoques basados en el ADN, como enfoques de
secuenciacién (Chiu, R. W. et al. (2008) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 105:20458-20463; Fan, H.C. et al. (2008) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 105:16266-16271) o enfoques epigenéticos que se centran en la investigaciéon de la metilacion
del ADN fetal mediante un tratamiento del ADN con bisulfito de sodio (Chim, S.S. et al. (2005) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 102:14753-14758; publicacion del PCT WO 2003/020974; publicacién del PCT WO 2005/028674), enzimas de
restriccidn sensibles a la metilacién (Old, R.\W. et al. (2007) Reprod. Biomed. Online 15:227-235; publicacién del PCT
WO 2005/035725) o anticuerpos especificos para los residuos de 5-metilcitosina de los dinucleétidos CpG a lo largo
del genoma (Papageorgiou, E.A. et al. (2009) Am. J. Pathol. 174:1609-1618, Papageorgiou, E.A. et al. (2011) Nature
Medicine 17:510-513; Tsaliki, E. et al. (2012) Prenat. Diagn. 32:996-1001; publicacién del PCT WO 2011/092592).
Otros enfoques se han dirigido al ARNm especifico del feto (Ng, E.K. et al. (2003) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 100:4748-
4753) o bien a la investigacién de proteinas especificas del feto (Avent, N.D. et al. (2008) Semin. Fetal Neonatal Med.
13:91-98).

La implementacién de tecnologias de secuenciacién de uUltima generacién (NGS) en el desarrollo de NIPT para la
deteccién de aneuploidias ha revolucionado el campo. En 2008, dos grupos independientes demostraron que podia
realizarse un NIPT para detectar la trisomia 21 mediante el uso de secuenciacién masiva paralela shotgun (MPSS) de
ultima generacién (Chiu, R. W. et al. (2008) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 105:20458-20463; Fan, H.C. et al. (2008) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 105:16266-162710). La nueva era de los NIPT para la deteccién de aneuploidias ha abierto
nuevas posibilidades para la implementacién de estas tecnologias en la practica clinica. Las empresas de
biotecnologia dedicadas total o parcialmente al desarrollo de NIPT han iniciado ensayos clinicos a gran escala
tendientes a su implementacién (Palomaki, G.E. et al. (2011) Genet. Med. 13:913-920; Ehrich, M. et al. (2011) Am. J.
Obstet. Gynecol. 204:205e1-11; Chen, E.Z. et al. (2011) PLoS One 6:€21791; Sehnert, A.J. et al. (2011) Clin. Chem.
57:1042-1049; Palomaki, G.E. et al. (2012); Genet. Med. 14:296-305; Bianchi, D.W. et al. (2012) Obstet. Gynecol.
119:890-901; Zimmerman, B. et al. (2012) Prenat. Diag. 32:1233-1241; Nicolaides, K.-H. et al. (2013) Prenat. Diagn.
33:575-579; Sparks, A.B. et al. (2012) Prenat. Diagn. 32:3-9). Actualmente, cuatro empresas en los Estados
Unidos (SEQUENOM Inc., Verinata Health, Inc., Natera y Ariosa) ofrecen NIPT basados en enfoques de secuenciacidon
de ultima generacién.

Los primeros enfoques hacia los NIPT empleaban metodologias de secuenciacién masiva paralela shotgun (MPSS)
basada en tecnologias de NGS (véanse, por ejemplo, la patente estadounidense n.°7,888,017; la patente
estadounidense n.° 8,008,018; la patente estadounidense n.° 8,195,415; la patente estadounidense n.° 8,296,076, la
patente estadounidense n.° 8,682,594 la publicacion de patente estadounidense n.® 20110201507; y la publicacion



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 990 200 T3

de patente estadounidense n.°20120270739). Estos enfoques son de genoma completo, donde toda la muestra
materna —muestra que contiene tanto ADN materno como ADN fetal libre— se somete a amplificacién, secuenciacion
y analisis.

Més recientemente, se han desarrollado enfoques de NIPT basados en NGS dirigida, en los que se secuencian
Unicamente secuencias especificas de interés. Por ejemplo, se ha descrito un enfoque de NGS basado en
polimorfismos de nucleétidos individuales (SNP) que involucra la amplificacién y el anélisis dirigidos de SNP en los
cromosomas 13, 18, 21 X e Y en una Unica reaccién (Zimmerman, B. et al. (2012) Prenat. Diag. 32:1233-1241,
Nicolaides, K.H. et al. (2013) Prenat. Diagn. 33:575-579; publicacién del PCT WO 2011/041485; patente
estadounidense n.° 8,825,412). También se ha desarrollado un enfoque basado en NGS en el que se secuencian
Unicamente regiones especificas de interés y se hibridan al molde complementario tres sondas por cada /ocus blanco.
Una vez que las tres sondas hibridan, se ligan entre si para formar una Unica sonda de mayor tamafio que, luego, se
amplifica y secuencia (Sparks, A.B. et al. (2012) Prenat. Diagn. 32:3-9; publicacién de patente estadounidense
n.° 20120034603). Las muestras se analizan con una determinacién paralela altamente multiplexada denominada
anélisis digital de regiones seleccionadas (DANSR). Tales enfoques dirigidos requieren un volumen de secuenciacion
considerablemente menor que los enfoques de MPSS, dado que Unicamente se secuencian /oci especificos del
cromosoma de interés en lugar de regiones de todo el genoma.

Aln se requieren otras metodologias para enfoques de NIPT basados en NGS, particularmente enfoques que puedan
dirigirse a secuencias especificas de interés y, asi, permitan reducir considerablemente el volumen de secuenciacion
necesario en comparacioén con los enfoques de genoma completo.

Se publicaron mezclas de secuencias de doble hebra que tienen entre 100 y 260 pares de bases de longitud y un
contenido de GC de entre el 19 y el 50 % en Parayre et al. (“Easy DNA extraction method and optimisation of PCR-
Temporal Temperature Gel Electrophoresis to identify the predominant high and low GC-content bacteria from dairy
products”, Journal of Microbiological Methods 69 (2007) 431-441) y Li et al. (‘GC Content-Based Pan-Pox Universal
PCR Assays for Poxvirus Detection”, Journal of Clinical Microbiology, 2010, 48(1):268-276, Epub 2009). En Parayre et
al., se divulga un método para identificar bacterias con bajo y alto contenido de GC en productos lacteos, que involucra
el uso de una PCR para generar un amplicon de una secuencia de ADN de interés. En Li et al., se divulgan
determinaciones de PCR usadas para amplificar regiones de interés del genoma de poxvirus caracterizados por
diferentes contenidos de GC de entre distintos miembros de la familia de los cordopoxvirus a fin de distinguir entre las
distintas especies. En cambio, la presente invencién refiere a un kit para realizar un método para evaluar el riesgo de
una anomalia cromosémica en ADN fetal en una muestra combinada de ADN materno y fetal.

Objeto de la invencién

La invencién refiere a un kit para realizar un método para evaluar el riesgo de una anomalia cromosémica en ADN
fetal en una muestra combinada de ADN materno y fetal, donde el kit comprende componentes para:

(a) preparar la biblioteca de secuenciacién a partir de la muestra combinada;

(b) hibridar la biblioteca de secuenciaciéon a una mezcla de secuencias de captura de blancos (TACS) de
doble hebra, donde la mezcla de TACS comprende secuencias que se unen a uno 0 mas cromosomas de
interés que comprenden una anomalia cromosdmica, y donde:

(i) cada secuencia de la mezcla tiene entre 100 y 260 pares de bases de longitud;

(ii) cada secuencia de la mezcla se une al/a los cromosoma(s) de interés a una distancia de al menos
150 pares de bases, tanto en el extremo 5' como en el extremo 3', de regiones que presentan
variaciones en el nimero de copias (CNV), duplicaciones segmentales o elementos de ADN
repetitivo; y

(iii) el contenido de GC de las TACS se encuentra entre el 19 % y el 50 %;

(c) aislar aquellos miembros de la biblioteca de secuenciacién que se unen a las TACS para obtener una
biblioteca enriquecida;

(d) amplificar y secuenciar la biblioteca enriquecida; y

(e) realizar analisis estadisticos sobre las secuencias de la biblioteca enriquecida para determinar asi un
riesgo asociado con la anomalia cromosémica en el ADN fetal,

donde el kit comprende un contenedor que comprende la mezcla de TACS, donde la mezcla de TACS comprende
secuencias de doble hebra que se unen a uno o mas cromosomas de interés seleccionados de entre el grupo de los
cromosomas 13, 18, 21, X e Y, comprendiendo los cromosomas una anomalia cromosémica, y donde:

(1) cada secuencia de la mezcla tiene entre 100 y 260 pares de bases de longitud;

(2) cada secuencia de la mezcla se une al/a los cromosoma(s) de interés a una distancia de al menos
150 pares de bases, tanto en el extremo 5' como en el extremo 3', de regiones que presentan variaciones en
el numero de copias (CNV), duplicaciones segmentales o elementos de ADN repetitivo; y
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(3) el contenido de GC de las TACS se encuentra entre el 19 % y el 50 %.

También se divulgan, sin ser parte de la invencién, métodos para analisis prenatales no invasivos que permiten
detectar el riesgo de anomalias cromosémicas y utilizan un enfoque dirigido para enriquecer las secuencias de interés
€omo paso previo a la secuenciacion paralela en masa, junto con un analisis estadistico que permite un conteo y una
evaluacién altamente precisos de los constituyentes cromosémicos del plasma materno en regiones de interés. Asi,
los métodos que se divulgan reducen el volumen de secuenciacién necesario para la secuenciacion paralela en masa
y hacen posible una aplicacién de alta capacidad a menor costo y con un nivel muy alto de exactitud. Los métodos
que se divulgan utilizan una mezcla de secuencias de captura de blancos (TACS) para enriquecer secuencias de
interés en una muestra combinada que contiene tanto ADN materno como ADN fetal. En particular, la mezcla de
TACS esta disefiada de tal manera que las secuencias dentro de la mezcla tengan caracteristicas que optimizan la
eficiencia, la especificidad y la exactitud de la evaluacidén de las anomalias cromosdmicas. Mas especificamente, se
ha optimizado el tamafio de las TACS, la cantidad de TACS, su ubicacién en el/los cromosoma(s) de interés y su
contenido de GC. La hibridacién de las TACS a una biblioteca de secuenciacién preparada a partir de una muestra
combinada de ADN materno y fetal (p. ej., una muestra de plasma materno que contiene ADNTfl), seguida por el
aislamiento de aquellas secuencias dentro de la biblioteca que se unen a las TACS, permite enriquecer Unicamente
las regiones cromosémicas de interés como paso previo a la secuenciacién paralela en masa y el correspondiente
analisis.

También se divulga, sin ser parte de la invencién, un método para evaluar el riesgo de una anomalia cromosdmica en
un cromosoma de interés en ADN fetal en una muestra combinada de ADN materno y fetal, donde el método
comprende:

(a) preparar la biblioteca de secuenciacién a partir de la muestra combinada;
(b) hibridar la biblioteca de secuenciacién a una mezcla de secuencias de captura de blancos (TACS), donde
la mezcla de TACS comprende secuencias que se unen a uno 0 mas cromosomas de interés y donde:

(i) cada secuencia de la mezcla tiene entre 100 y 260 pares de bases de longitud;

(ii) cada secuencia de la mezcla se une al/a los cromosoma(s) de interés a una distancia de al menos
150 pares de bases, tanto en el extremo 5 como en el extremo 3’, de regiones que presentan
variaciones en el nimero de copias, duplicaciones segmentales o elementos de ADN repetitivo; y
(iii) el contenido de GC de las TACS se encuentra entre el 19 % y el 50 %;

(c) aislar aquellos miembros de la biblioteca de secuenciacién que se unen a las TACS para obtener una
biblioteca enriquecida;

(d) amplificar y secuenciar la biblioteca enriquecida; y

(e) realizar analisis estadisticos sobre el resultado de la secuenciacién de las secuencias de la biblioteca
enriquecida para determinar asi un riesgo asociado con la anomalia cromosdmica y/o anomalia genética de
otro tipo en el ADN fetal.

En una realizacién, la anomalia cromosdmica es una aneuploidia, como una trisomia. El cromosoma de interés puede
ser cualquier cromosoma, aunque los cromosomas preferentes incluyen el 13, el 18, el 21, el Xy el Y. Una aneuploidia
preferente para la deteccién es la trisomia 21 (T21). Ademas de las anomalias huméricas como las aneuploidias, la
invencién permite detectar otros tipos de anomalias cromosémicas, como anomalias estructurales, incluidas, sin
caracter taxativo, las variaciones en el niUmero de copias, incluidas, sin carécter taxativo, las microdeleciones y las
microduplicaciones, las inserciones, las traslocaciones, las inversiones y las mutaciones pequefias, incluidas las
mutaciones puntuales y los perfiles de mutaciones.

En una realizacién, la mezcla de TACS esté fijada a un sustrato sélido. Por ejemplo, las TACS pueden estar
biotiniladas y fijadas a microesferas magnéticas recubiertas con estreptavidina. En otra realizacién, la mezcla de TACS
puede estar libre en solucién.

En una realizacién, las TACS estan disefiadas para unirse a un cromosoma de interés y a una o mas secuencias de
referencia para detectar el riesgo de una anomalia cromos6mica en el cromosoma de interés. Como alternativa, la
mezcla de TACS puede estar disefiada para unirse a mlltiples cromosomas de interés de manera que pueda
detectarse el riesgo de multiples anomalias cromosémicas, asi como, por ejemplo, el género fetal, todo ello en un
Unico andlisis de la muestra. Por ejemplo, en una realizacién, la mezcla de TACS comprende diferentes secuencias
que se unen a los cromosomas 13, 18, 21 y X, 0 a los cromosomas 13, 18, 21, Xe Y.

En varias realizaciones, el contenido de GC de las TACS se encuentra entre el 19 % y el 50 %, entre el 19 % y el
49 %, entre el 19 % y el 48 %, entre el 19 % y el 47 %, entre el 19 % y el 46 %, entre el 19 % y el 45 %, entre el 19 %
yeld4 %, entre el 19 % y el 43 %, entre el 19 % y el 42 %, entre el 19 % y el 41 % o entre el 19 % y el 40 %.
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En varias realizaciones, cada secuencia dentro de la mezcla de TACS tiene entre 100 y 260 pares de bases, entre
150 y 260 pares de bases, entre 100 y 200 pares de bases o entre 200 y 260 pares de bases de longitud. En una
realizacion, cada secuencia de la mezcla de TACS tiene 250 pares de bases de longitud.

En varias realizaciones, la mezcla de TACS puede comprender 800 o més secuencias distintas, 1500 o mas
secuencias distintas, 2000 o mas secuencias distintas, 2500 o mas secuencias distintas 0 3000 o mas secuencias
distintas. En una realizacién, la mezcla de TACS comprende 1600 secuencias distintas.

En una realizacion, la secuenciacion de la biblioteca enriquecida provee una profundidad de lecturas correspondiente
a los loci ubicados en el cromosoma de interés y profundidades de lecturas correspondientes a los /oci de referencia,
y el anélisis estadistico se realiza aplicando un algoritmo que contrasta secuencialmente la profundidad de lecturas de
los loci ubicados en el cromosoma de interés contra la profundidad de lecturas de los /oci de referencia, donde las
diferencias detectadas pueden indicar la presencia de variantes genéticas. Los pasos del algoritmo pueden incluir,
sin caréacter taxativo, los siguientes: (a) eliminar los /oci secuenciados de forma inadecuada; (b) mitigar el sesgo
inducido por el contenido de GC,; y (c) determinar la ploidia. En una realizacién, el sesgo inducido por el contenido de
GC se mitiga agrupando los /oci con contenidos de GC equiparables.

En otra realizacidn, la secuenciacién de la biblioteca enriquecida provee el tamafio de los fragmentos del material
genético acelular capturado por las TACS, y el analisis estadistico comprende el uso de un algoritmo que compara y
contrasta la distribucién de tamafios de fragmentos entre los /oci bajo prueba y los /oci de referencia, donde las
diferencias en la distribucién indican la presencia de variantes genéticas. Los pasos del algoritmo pueden incluir, sin
carécter taxativo, los siguientes: (a) eliminar los valores atipicos (outliers) de tamafios de fragmento; (b) crear una
distribucién binaria de tamafios de fragmentos; y (c¢) contrastar la distribuciéon binaria de tamafios de fragmentos
obtenida a partir de la regidén de interés con la distribucién correspondiente a los /oci de referencia para determinar la
ploidia.

En general, la clasificacion de la ploidia se logra mediante la aplicacién de uno o mas métodos estadisticos. Por
ejemplo, el método estadistico puede seleccionarse de entre el grupo que consiste en una prueba t, una prueba de
remuestreo (bootstrap) bivariada no paramétrica, una prueba de permutacién estratificada, una prueba binomial de
proporciones y/o combinaciones de las anteriores. En una realizacién, se aplican a la muestra los cuatro métodos
estadisticos mencionados arriba. En general, el método estadistico resulta en una puntuacién asociada a la muestra
combinada y se detecta el riesgo de la anomalia cromosdmica en cuestién en el ADN fetal cuando la puntuacién de la
muestra combinada se encuentra por encima de un valor umbral de referencia. El método que se divulga puede
comprender, ademas, la estimacién de la fracciéon de ADN fetal en la muestra combinada.

En otra realizacion, el método estadistico puede seleccionarse de entre el grupo que comprende una prueba ¢, una
prueba de remuestreo bivariada no paramétrica y una prueba de permutacidn estratificada. En una realizacion, se
aplican a la muestra todos los métodos estadisticos mencionados arriba. En general, el método estadistico resulta en
una puntuacién asociada a la muestra combinada y se detecta el riesgo de la anomalia cromosémica en cuestion en
el ADN fetal cuando la puntuacién de la muestra combinada se encuentra por encima de un valor umbral de referencia.
El método que se divulga puede comprender, ademas, la estimacion de la fraccién de ADN fetal en la muestra
combinada.

La invencion provee kits para realizar el método que se divulga. En una realizacién, el kit comprende un contenedor
que comprende la mezcla de TACS e instrucciones para aplicar el método. En varias otras realizaciones, el kit
comprende otros componentes para realizar los otros pasos del método.

Descripcién de las figuras

La Figura 1 es un diagrama esquematico del analisis paralelo multiplex de regiones genémicas blanco para analisis
prenatales no invasivos mediante secuencias de captura de blancos (TACS).

La Figura2 es una lista de regiones cromosdmicas ejemplares para amplificar TACS que se unan a los
cromosomas 13, 18, 21 o X.

La Figura 3 es un gréfico de la asignacién de un valor de puntuacién a 98 muestras de sangre materna sujetas a un
anélisis paralelo multiplex de regiones gendémicas blanco mediante TACS para la deteccidn del riesgo de trisomia 21,
donde se evalué la significacidén estadistica de las diferencias entre las medianas de las profundidades de lecturas de
los grupos condicionalmente apareados mediante una férmula de una prueba t (denominado, en la presente, método
estadistico 1).

La Figura 4 es un gréfico de la asignacién de un valor de puntuacién a 98 muestras de sangre materna sujetas a un
anélisis paralelo multiplex de regiones gendémicas blanco mediante TACS para la deteccidn del riesgo de trisomia 21,
donde el andlisis se realizé mediante un método de remuestreo bivariado no paramétrico (denominado, en la presente,
método estadistico 2).
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La Figura 5 es un gréfico de la asignacién de un valor de puntuacién a 98 muestras de sangre materna sujetas a un
anélisis paralelo multiplex de regiones gendémicas blanco mediante TACS para la deteccidn del riesgo de trisomia 21,
donde el analisis se realizé6 mediante una prueba de permutacion estratificada (denominado, en la presente, método
estadistico 3).

La Figura 6 es un gréafico de la asignacién de un valor de puntuacién a 98 muestras de sangre materna sujetas a un
anélisis paralelo multiplex de regiones gendmicas blanco para la deteccidn del riesgo de trisomia 21, donde el anélisis
se realizé mediante una prueba binomial de las proporciones de tamafios de fragmentos (denominado, en la presente,
método estadistico 4).

La Figura 7 es un grafico de los valores de puntuacién ponderados de las 98 muestras de sangre materna obtenidos
de un analisis mediante los métodos estadisticos 1, 2, 3 y el método de puntuacién ponderada 1 que se muestran en
las Figuras 3 a 5.

La Figura 8 es un grafico de los valores de puntuacién ponderados de las 98 muestras de sangre materna obtenidos
de un analisis mediante los métodos estadisticos 1, 2, 3, 4 y el método de puntuacién ponderada 1 que se muestran
en las Figuras 3 a 6.

La Figura 9 es un gréafico de un método ponderado alternativo, el método de puntuacién ponderada 2, de los valores
de puntuacién de las 98 muestras de sangre materna obtenidos de un analisis mediante los métodos estadisticos 1, 2
y 3 que se muestran en las Figuras 3 a 5.

La Figura 10 es un grafico de la asignacién de un valor de puntuacién a 9 muestras sintéticas sujetas a un analisis
paralelo multiplex de regiones gendémicas blanco mediante TACS dirigidas al locus 7q11.23, donde el anélisis se
realizé mediante una realizacién del método estadistico 1 para la deteccién de microdeleciones.

La Figura 11 es un gréfico de la asignacién de un valor de puntuacién a 9 muestras sintéticas sujetas a un analisis
paralelo multiplex de regiones gendémicas blanco mediante TACS dirigidas al locus 7q11.23, donde el anélisis se
realizé mediante una realizacién del método estadistico 1 para la deteccion de microduplicaciones.

Descripcion detallada de la invencidon

La invencién refiere a un kit para realizar un método para evaluar el riesgo de una anomalia cromosémica en ADN
fetal en una muestra combinada de ADN materno y fetal, donde el kit comprende componentes para:

(a) preparar una biblioteca de secuenciacion a partir de la muestra combinada;

(b) hibridar la biblioteca de secuenciaciéon a una mezcla de secuencias de captura de blancos (TACS) de
doble hebra, donde la mezcla de TACS comprende secuencias que se unen a uno 0 mas cromosomas de
interés que comprenden una anomalia cromosdmica, y donde:

(i) cada secuencia de la mezcla tiene entre 100 y 260 pares de bases de longitud;

(ii) cada secuencia de la mezcla se une al/a los cromosoma(s) de interés a una distancia de al menos
150 pares de bases, tanto en el extremo 5' como en el extremo 3', de regiones que presentan
variaciones en el nimero de copias (CNV), duplicaciones segmentales o elementos de ADN
repetitivo; y

(iii) el contenido de GC de las TACS se encuentra entre el 19 % y el 50 %;

(c) aislar aquellos miembros de la biblioteca de secuenciacién que se unen a las TACS para obtener una
biblioteca enriquecida;

(d) amplificar y secuenciar la biblioteca enriquecida; y

(e) realizar analisis estadisticos sobre las secuencias de la biblioteca enriquecida para determinar asi un
riesgo asociado con la anomalia cromosémica en el ADN fetal,

donde el kit comprende un contenedor que comprende la mezcla de TACS, donde la mezcla de TACS comprende
secuencias de doble hebra que se unen a uno o mas cromosomas de interés seleccionados de entre el grupo de los
cromosomas 13, 18, 21, X e Y, comprendiendo los cromosomas una anomalia cromosémica, y donde:

(1) cada secuencia de la mezcla tiene entre 100 y 260 pares de bases de longitud;

(2) cada secuencia de la mezcla se une al/a los cromosoma(s) de interés a una distancia de al menos
150 pares de bases, tanto en el extremo &' como en el extremo 3', de regiones que presentan variaciones en
el numero de copias (CNV), duplicaciones segmentales o elementos de ADN repetitivo; y

(3) el contenido de GC de las TACS se encuentra entre el 19 % y el 50 %.

La patente divulga un método de NIPT que involucra un enriquecimiento basado en hibridacién de determinadas
regiones blanco a lo largo del genoma humano en un panel de determinaciones, seguido por la cuantificacion,
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combinada con un nuevo pipeline bioinformatico y matemético. El enriquecimiento por hibridacién en solucién se ha
usado en el pasado para enriquecer regiones especificas de interés antes de la secuenciacion (véanse, por ejemplo,
Meyer, M y Kircher, M. (2010) Cold Spring Harb. Protoc. 2010(6).pdbprot5448; Liao, G.J. et al. (2012) PLoS One
7:€38154; Maricic, T. et al. (2010) PLoS One 5:¢14004; Tewhey, R. et al. (2009) Genome Biol. 10:R116; Tsangaras,
K. et al. (2014) PLoS One 9:¢109101). Sin embargo, en los métodos de NIPT que se divulgan, las secuencias blanco
empleadas para enriquecer regiones especificas de interés, relevantes para la deteccion del riesgo de una anomalia
cromosémica, se han optimizado para maximizar la eficiencia, la especificidad y la exactitud. El genoma humano esta
repleto de elementos que pueden confundir y desconcertar todo tipo de analisis genéticos, lo que pone en evidencia
el beneficio de un enfoque hacia los NIPT que sea de naturaleza dirigida. En vista de ello, la complejidad del genoma
humano y la presencia de estos elementos de confusién exigen un disefio cuidadoso de las secuencias de captura de
blancos empleadas para el enriquecimiento. De acuerdo con lo que se describe en la presente, se han desarrollado
secuencias de captura de blancos (TACS) 6ptimas que permiten NIPT mas simples y robustos a la vez que minimizan
el riesgo de resultados falsos positivos y falsos negativos que suelen ocurrir en los NIPT de genomas completos a
causa de la inevitable secuenciacién de elementos de confusion.

El método que se divulga para evaluar el riesgo de una anomalia cromosémica en un cromosoma de interés en ADN
fetal en una muestra combinada de ADN materno y fetal comprende:

(a) preparar la biblioteca de secuenciacién a partir de la muestra combinada;
(b) hibridar la biblioteca de secuenciacién a una mezcla de secuencias de captura de blancos (TACS), donde
la mezcla de TACS comprende secuencias que se unen a uno 0 mas cromosomas de interés y donde:

(i) cada secuencia de la mezcla tiene entre 100 y 260 pares de bases (bp) de longitud, donde cada
secuencia tiene un extremo 5’ y un extremo 3’;

(ii) cada secuencia de la mezcla se une al/a los cromosoma(s) de interés a una distancia de al menos
150 pares de bases, tanto en el extremo 5 como en el extremo 3’, de regiones que presentan
variaciones en el numero de copias (CNV), duplicaciones segmentales o elementos de ADN
repetitivo; y

(iii) el contenido de GC de las TACS se encuentra entre el 19 % y el 50 %;

(c) aislar aquellos miembros de la biblioteca de secuenciacién que se unen a las TACS para obtener una
biblioteca enriquecida;
(d) amplificar y secuenciar la biblioteca enriquecida; y
(e) realizar andlisis estadisticos sobre el resultado de la secuenciacién de las secuencias de la biblioteca
enriquecida para determinar asi un riesgo asociado con la anomalia cromosémica en el ADN fetal.

También se incluyen kits para aplicar el método que se divulga.

Diversos aspectos de esta divulgacion se describen en mayor detalle en las subsecciones siguientes.

Disefio de las secuencias de captura de blancos

En la presente, los términos “secuencias de captura de blancos” o “TACS” hacen referencia a secuencias de ADN
cortas que son complementarias a la(s) regiéon/ones de interés de uno o mas cromosomas de interés y que se usan
como "sefiuelo” para capturar y enriquecer la regién de interés a partir de una biblioteca amplia de secuencias, como
una biblioteca de secuenciacion de genoma completo preparada a partir de una muestra de plasma materno. Para el
enriquecimiento, se usa una mezcla de TACS, donde las secuencias dentro de la mezcla se han optimizado en relacién
con: (i) la longitud de las secuencias; (ii) la distribuciéon de las TACS a lo largo de la(s) regién/ones de interés; y (iii) el
contenido de GC de las TACS. Asimismo, se ha optimizado la cantidad de secuencias dentro de la mezcla de TACS
(tamafio de la mezcla).

Se ha descubierto que las TACS con una longitud de 100 a 260 pares de bases son 6ptimas para maximizar la
eficiencia de enriquecimiento. En varias otras realizaciones, cada secuencia dentro de la mezcla de TACS tiene entre
150 y 260 pares de bases, entre 100 y 200 pares de bases o entre 200 y 260 pares de bases de longitud. En
realizaciones preferentes, la longitud de las TACS de la mezcla es de 250 o 260 pares de bases. La persona
razonablemente versada en la técnica apreciara que, por lo general, puede usarse una pequefia variacién en el tamafio
de las TACS sin afectar los resultados (p. €j., el agregado o la eliminacién de unos pocos pares de bases a cada
extremo de las TACS). Asi, la cantidad de pares de bases que se indican en la presente deben considerarse como
“aproximadas” admitiendo una pequefia variacién (p. ej., del 1 al 5 %) en la longitud. Asi, por ejemplo, una longitud
de “250 pares de bases” hace referencia a “aproximadamente 250 pares de bases”, de manera que también abarca,
por ejemplo, 248 pares de bases o0 252 pares de bases.

La distribucion de las TACS a lo largo de cada regién o cromosoma de interés se ha optimizado para evitar las
repeticiones con alto nimero de copias, las repeticiones con bajo niumero de copias y las variantes en el nimero de
copias, y, a la vez, poder direccionar la captura a polimorfismos de nucleétidos individuales (SNP) informativos para
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permitir la deteccién de las aneuploidias, la deteccién de variaciones estructurales en el nimero de copias y la
estimacién de la fraccién fetal (ff). Asi, cada secuencia dentro de la mezcla de TACS est4 disefiada de manera tal que
el extremo 5’ y el extremo 3’ se encuentran, cada uno, a una distancia de al menos 150 pares de bases de regiones
en el genoma de las que se sabe que contienen uno 0 més de los siguientes elementos: variaciones en el nimero de
copias (CNV), duplicaciones segmentales y/o elementos de ADN repetitivo (como transposones o zonas de
repeticiones en tdndem). En varias otras realizaciones, cada secuencia dentro de la mezcla de TACS esta disefiada
de manera tal que el extremo 5’ y el extremo 3’ se encuentran, cada uno, a una distancia de al menos 200, 250, 300,
400 o 500 pares de bases de regiones en el genoma de las que se sabe que contienen uno o mas de los elementos
anteriores.

El término “variaciones en el nimero de copias” (CNV) es un término de la técnica que hace referencia a una forma
de variante estructural del genoma humano en la cual existen alteraciones en el ADN del genoma de ciertos individuos
que resultan en una cantidad menor o mayor a la normal de una o més secciones del genoma. Las CNV corresponden
a regiones relativamente extensas del genoma que pueden haberse borrado (por ejemplo, una seccién que
normalmente es A-B-C-D puede ser A-B-D) o duplicado (por ejemplo, una seccién que normalmente es A-B-C-D puede
ser A-B-C-C-D). Las CNV representan aproximadamente el 13 % del genoma humano y el tamafio de cada variacion
varia entre aproximadamente 1 kilobase a varias megabases.

El término “duplicaciones segmentales” (o “repeticiones con bajo nimero de copias”) también es un término de la
técnica que refiere a bloques de ADN cuya longitud varia entre 1 y 400 kilobases que ocurren en méas de una posicién
del genoma y que, por lo general, tienen un alto grado de identidad a nivel de secuencia (mayor del 90 %). Las
duplicaciones segmentales se abordan, por ejemplo, en Eichler. E.E. (2001) Trends Genet. 17:661-669.

El término “elementos de ADN repetitivo” (0 “ADN repetitivo/repetido”) también es un término de la técnica que refiere
a patrones de ADN que ocurren en multiples copias a lo largo del genoma. El término “elemento de ADN repetitivo”
abarca las repeticiones terminales, las repeticiones en tdndem y las repeticiones intercaladas, incluidos los
transposones. Los elementos de ADN repetitivo en el marco de las tecnologias de NGS se analizan en mas detalle,
por ejemplo, en Todd, J. et al. (2012) Nature Reviews Genet. 13:36-46.

Las TACS estan disefiadas con caracteristicas especificas de contenido de GC con el fin de minimizar el sesgo
inducido por el contenido de GC en los datos y permitir el uso de un pipeline de analisis de datos personalizado e
innovador. Se ha determinado que las TACS con un contenido de GC del 19 al 50 % logran un enriquecimiento éptimo
y son las que muestran mayor rendimiento con el ADN fetal acelular. Dentro de una mezcla de TACS, diferentes
secuencias pueden tener diferentes contenidos de GC porcentuales, pero, para ser incluida en la mezcla, el contenido
de GC porcentual de cada secuencia debe encontrarse en el rango del 19 al 50 %. En algunas instancias, la mezcla
de TACS puede seleccionarse de manera de definir otro rango de contenido de GC porcentual que se considere méas
adecuado para la evaluacién de anomalias genéticas especificas. Algunos ejemplos de rangos de contenidos de GC
porcentuales pueden ser, sin caracter taxativo, entre el 19 y el 50 %, entre el 19 % y el 49 %, entre el 19 % y el 48 %,
entre el 19 % y el 47 %, entre el 19 % y el 46 %, entre el 19 % y el 45 %, entre el 19 % y el 44 %, entre el 19 % y el
43 %, entre el 19 % y el 42 %, entre el 19 % y el 41 % o entre el 19 % y el 40 %.

Seguln se describe en mayor detalle mas abajo a propésito de una realizacién del andlisis de datos, luego de la
amplificacién y secuenciacién de las secuencias enriquecidas, los /oci de prueba y los /oci de referencia pueden
“aparearse” o agruparse en funcién de su contenido de GC porcentual (p. €j., los /oci de prueba con un contenido de
GC porcentual del 40 % se aparean con /oci de referencia con un contenido de GC porcentual del 40 %). Se apreciara
que el procedimiento de apareamiento en funcién del contenido de GC porcentual podria permitir una variacién leve
en el rango de contenido de GC porcentual admitido para un apareamiento. Como ejemplo no taxativo y con referencia
al ejemplo descrito anteriormente, un /ocus de prueba con un contenido de GC porcentual del 40 % podria aparearse
con /oci de referencia con un rango de contenido de GC porcentual entre el 39 y el 41 %, abarcando el contenido de
GC porcentual del Jocus de prueba dentro de un rango adecuado.

Para preparar una mezcla de TACS con los criterios optimizados mencionados arriba en relacién con el tamafio, la
ubicacién en el genoma humano y el contenido de GC porcentual, pueden aplicarse métodos manuales o
computarizados conocidos en la técnica para el anélisis del genoma humano de referencia. En una realizacién, se
implementa un método semiautomatico en el que primeramente se designan manualmente regiones basadas en la
versién 19 del genoma humano de referencia (hg19), de manera de evitar las regiones repetitivas mencionadas, vy,
posteriormente, las regiones designadas se curan en relacién con el contenido de GC con ayuda de software que
calcula el contenido de GC de cada regidén en funcién de sus coordenadas en la versién 19 del genoma humano de
referencia (hg19). En otra realizacién, se emplea software hecho a medida para analizar el genoma humano de
referencia e identificar regiones adecuadas para TACS que cumplan ciertos criterios, incluidos, sin caracter taxativo,
criterios referidos al contenido de GC porcentual, la proximidad a regiones repetitivas y/o la proximidad a otras TACS.

La cantidad de TACS en la mezcla se ha examinado y ajustado cuidadosamente para lograr el mejor equilibrio entre
la robustez de los resultados y el costo/la capacidad de la determinacién. La mezcla generalmente contiene 800 o
més TACS, pero puede incluir mas; por ejemplo, 1500 o méas TACS, 2000 o méas TACS, o0 2500 o mas TACS. Se ha
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detectado que un nimero éptimo de TACS en la mezcla es de 1600. La persona razonablemente versada en la técnica
apreciard que, por lo general, puede usarse una pequefia variacién en el tamafio de la mezcla sin afectar los
resultados (p. €j., la eliminacién o el agregado de una pequefia cantidad de TACS). Asi, las cantidades de TACS de
la mezcla que se indican en la presente deben considerarse como “aproximadas” admitiendo una pequefia
variacién (p. ej., del 1 al 5 %) en su tamafio. Asi, por ejemplo, un tamafio de mezcla de “1600 secuencias” hace
referencia a “aproximadamente 1600 secuencias” de manera que también abarca, por ejemplo, 1590 secuencias o
1610 secuencias.

En vista de lo anterior, en otro aspecto, la patente divulga un método para preparar una mezcla de TACS para usar
en el método que se divulga para detectar el riesgo de una anomalia cromosémica y/u otra anomalia genética, donde
el método para preparar la mezcla de TACS comprende: seleccionar regiones en uno o mas cromosomas de interés
que cumplan los criterios definidos arriba (p. €j., que se encuentren a una distancia de al menos 150 pares de bases
a cada extremo de las secuencias repetitivas mencionadas y que tengan un contenido de GC entre el 19 % y el 50 %),
preparar cebadores que amplifiquen las secuencias que hibridan con las regiones seleccionadas; y amplificar las
secuencias, donde cada secuencia tiene entre 100 y 260 pares de bases de longitud.

Obtencién v preparacién de las muestras

Los métodos que se divulgan se realizan sobre una muestra combinada que contiene tanto ADN materno como ADN
fetal. En general, la muestra es una muestra de plasma materno, aunque pueden usarse otras fuentes de tejido que
contengan tanto ADN materno como ADN fetal. El plasma materno puede obtenerse de una muestra de sangre
periférica entera de una mujer embarazada mediante métodos estdndar. Apenas 2 a 4 ml de plasma son suficientes
para obtener material de ADN suficiente para el anélisis de acuerdo con el método que se divulga. Luego, puede
extraerse el ADN acelular total de la muestra mediante técnicas estandar, que incluyen, sin caracter taxativo, el
protocolo Qiasymphony (Qiagen) adecuado para aislar ADN fetal libre, asi como cualquier otro método de extraccién
manual o automético adecuado para aislar ADN acelular.

Luego de aislarse, el ADN acelular de la muestra combinada se usa para construir una biblioteca de secuenciacion
cuyo fin es hacer la muestra compatible con una tecnologia de secuenciacidén ulterior (por ejemplo, sin caracter
taxativo, la secuenciacién de Ultima generacién lllumina). En general, esto involucra la ligacién de adaptadores a los
extremos de los fragmentos de ADN acelular, seguida por una amplificacién. Hay kits para la preparacién de
bibliotecas de secuenciacién disponibles comercialmente. En el Ejemplo 1, se describe en detalle un protocolo
ejemplar —sin caracter taxativo— para la preparacién de una biblioteca de secuenciacion.

Enriguecimiento mediante hibridacién de TACS

Para enriquecer la(s) regidn/ones de interés del/de los cromosoma(s) de interés, se hace hibridar la mezcla de TACS
con la biblioteca de secuenciacidn y, a continuacién, se aislan las secuencias de la biblioteca de secuenciacién que
hibridan con las TACS. Para facilitar el aislamiento de las secuencias deseadas enriquecidas, las TACS generalmente
se modifican de tal manera que las secuencias que hibridan con las TACS se pueden separar de aquellas que no
hibridan con las TACS. En general, esto se logra fijando las TACS a un sustrato sélido. Esto permite la separacion
fisica de las secuencias que hibridan con las TACS de aquellas que no hibridan con las TACS. Por ejemplo, cada
secuencia dentro de la mezcla de TACS puede marcarse con biotina, y la mezcla puede fijarse a microesferas
recubiertas con una sustancia que se una a la biotina, como estreptavidina o avidina. En una realizacién preferente,
las TACS se marcan con bictina y se unen a microesferas magnéticas recubiertas con estreptavidina. Sin embargo,
la persona razonablemente versada en la técnica apreciara que existen otros sistemas de unién por afinidad conocidos
en la técnica y que pueden usarse en lugar del sistema de biotina-estreptavidina/avidina. Por ejemplo, puede usarse
un sistema basado en anticuerpos en el que las TACS se marquen con un antigeno y, luego, se unan a microesferas
recubiertas con el anticuerpo correspondiente. Ademas, las TACS pueden incorporar en un extremo una secuencia
marca y pueden fijarse a un sustrato sélido mediante una secuencia complementaria en el sustrato sélido que hibride
con la secuencia marca. Por otra parte, ademés de microesferas magnéticas, pueden usarse otros tipos de sustratos
sélidos, como microesferas poliméricas y otros similares.

Luego del enriquecimiento de la(s) secuencia(s) de interés con las TACS y la formacion de la biblioteca enriquecida,
los miembros de la biblioteca enriquecida se eluyen del sustrato sélido y se amplifican y secuencian mediante métodos
estandar conocidos en la técnica. En general, se emplea la tecnologia estandar de secuenciacién de Ultima generacion
lllumina, aunque pueden emplearse también otras tecnologias de secuenciacién que provean no solo informacién de
secuencia sino también recuentos muy exactos. Detectar anomalias genéticas —incluidas, sin caracter taxativo, las
aneuploidias o las variaciones estructurales en el nimero de copias— exige un recuento muy exacto, y la NGS es un
tipo de tecnologia que provee tal recuento muy exacto. Asi, para la deteccién de anomalias genéticas, incluidas, sin
caracter taxativo, las aneuploidias o las variaciones estructurales en el nimero de copias, pueden usarse otros
métodos de recuento exactos, como la PCR digital y los microarreglos, en lugar de la NGS. En el Ejemplo 3, se
describen en detalle protocolos ejemplares —sin caracter taxativo— para la amplificacién y secuenciacién de la
biblioteca enriquecida.
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Analisis de los datos

La informacién obtenida de la secuenciacién de la biblioteca enriquecida se analiza mediante un innovador pipeline
de anélisis biomatematico/bioestadistico. Este pipeline de analisis explota las caracteristicas de las TACS, en tanto
que la alta eficiencia de la captura de blancos permite una deteccién eficiente de aneuploidias o variaciones
estructurales en el niUmero de copias, asi como otros tipos de anomalias genéticas. En el Ejemplo 4, se describe en
detalle un andlisis ejemplar. En el andlisis, los fragmentos de ADN secuenciados de la muestra se alinean
primeramente al genoma humano de referencia. Se emplean métricas de control de calidad para inspeccionar las
propiedades de la muestra alineada y decidir si la muestra es apta para clasificacion. Estas métricas de control de
calidad pueden incluir, sin caracter taxativo, el anélisis de patrones de enriquecimiento de los /oci de interés, como,
por ejemplo, la profundidad de secuenciacién general de la muestra, el volumen de secuenciacién de la muestra que
sea especifico (“en el blanco”), el rendimiento de las TACS, el nivel esperado de sesgo inducido por el contenido de
GC y la cuantificacidén de la fraccién fetal. Para determinar el riesgo de una anomalia cromosdmica en el ADN fetal
de la muestra, se emplea un algoritmo innovador. Los pasos del algoritmo incluyen, sin caracter taxativo, eliminar los
loci secuenciados de forma inadecuada; extraer informacién relativa a la profundidad de lecturas y el tamafio de
fragmentos en coordenadas especificas de las TACS; mitigar el sesgo inducido por el contenido de GC; y determinar
la ploidia.

La determinacién de la ploidia se logra mediante uno o mas métodos estadisticos, algunos de los cuales son, sin
caracter taxativo, una prueba t, una prueba de remuestreo (bootstrap), una prueba de permutaciéon, una prueba
binomial de proporciones y/o combinaciones de las anteriores. La persona razonablemente versada en la técnica
apreciara que la seleccién y aplicacién de pruebas estadisticas para incluir en una determinacién de la ploidia se
basan en la cantidad de puntos de datos disponibles. Asi, la idoneidad de cada prueba viene dada por distintos factores
como —sin caracter taxativo— la cantidad de TACS utilizadas y la correspondiente aplicacién para mitigar el sesgo
inducido por el contenido de GC, si corresponde. Asi, los métodos mencionados deben considerarse como ejemplos
de los tipos de analisis estadisticos que pueden emplearse y no son los Unicos métodos adecuados para la
determinacién de la ploidia. En general, el método estadistico resulta en una puntuacién asociada a la muestra
combinada y se detecta el riesgo de la anomalia cromosdmica en cuestién en el ADN fetal cuando la puntuacién de la
muestra combinada se encuentra por encima de un valor umbral de referencia.

En particular, un aspecto de los anélisis estadisticos involucra cuantificar y mitigar el sesgo inducido por el contenido
de GC. Ademés del desafio de detectar pequefios cambios de sefial en el ADN fetal en la muestra combinada (por
ejemplo, sin caracter taxativo, la presencia de mas o menos material genético de ciertas regiones cromosémicas
fetales), el propio proceso de secuenciacién introduce ciertos sesgos que pueden oscurecer la deteccién de la sefial.
Uno de tales sesgos es la secuenciacién/amplificacion preferente de las regiones genéticas en funcién de su contenido
de GC. Por ello, ciertos métodos de deteccidon —incluidos, sin caracter taxativo, los métodos basados en la
profundidad de lecturas— deben tener en cuenta tal sesgo al momento de analizar los datos de secuenciacidén. Asi,
se debe cuantificar el sesgo en los datos y, posteriormente, se deben aplicar métodos adecuados que contemplen
dicho sesgo de manera tal que las dependencias del contexto genético no puedan afectar los métodos estadisticos
que pudieran usarse para cuantificar el riesgo de anomalias genéticas fetales.

Por ejemplo, un método para cuantificar el sesgo inducido por el contenido de GC es aplicar la técnica de suavizado
local ponderado de diagramas de dispersién (LOESS) a los datos de secuenciacién. Cada /ocus blanco puede definirse
por su profundidad de lecturas obtenidas en la secuenciacién y su contenido de GC. Una recta de ajuste éptimo por
estas dos variables sobre una gran cantidad de /oci provee una estimaciéon de la profundidad de lecturas de
secuenciacién esperada dado el contenido de GC. Una vez que se completa este paso de cuantificacién del sesgo
inducido por el contenido de GC, el siguiente paso es usar esta informacién para considerar posibles sesgos en los
datos. Un método es normalizar la profundidad de lecturas de todos los /oci respecto de su profundidad de lecturas
esperada (en funcién del contenido de GC de cada /ocus). En principio, eso desvincula los datos de profundidad de
lecturas de su contexto genético y torna todos los datos comparables entre si. Asi, los datos recuperados de regiones
con distintos contenidos de GC, como, por ejemplo —sin caracter taxativo—, distintos cromosomas, se pueden usar
en pruebas estadisticas ulteriores para la deteccién de anomalias. Asi, mediante el procedimiento LOESS, el sesgo
inducido por el contenido de GC se desvincula de los datos antes de la aplicacién de las pruebas estadisticas. En una
realizacién, el anélisis estadistico de las secuencias de la biblioteca enriquecida comprende mitigar el sesgo de GC
con un procedimiento LOESS.

En una realizacién preferente alternativa, el sesgo inducido por el contenido de GC se cuantifica y mitiga agrupando
los /oci con contenidos de GC similares (equiparables). Asi, conceptualmente, este método para mitigar el sesgo
inducido por el contenido de GC comprende los tres pasos siguientes:

1) identificar y calcular el contenido de GC en las TACS;

2) mitigar/considerar el sesgo inducido por el contenido de GC mediante diversos procedimientos de
apareamiento/agrupacion de las TACS; y

3) calcular el riesgo de que distintas anomalias genéticas estén presentes en el feto aplicando métodos
estadisticos y matematicos a los conjuntos de datos resultantes del paso 2.
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En el caso de la prueba t, el conjunto de datos se divide en dos grupos: los /oci de prueba y los foci de referencia. Por
cada grupo, se crean subconjuntos de grupos en los que los /oci se categorizan de acuerdo con su contenido de GC,
como se ilustra en el ejemplo no taxativo de la Tabla 1, a continuacion:

Profundidad de lecturas en los Profundidad de lecturas en los Joci
: foci de referencia i de prueba :

La persona razonablemente versada en la técnica apreciara que la creacion de subgrupos puede abarcar un rango de
contenidos de GC adecuados y/o un subconjunto de foci definidos por un contenido de GC y/o un rango de contenido
de GC dados. Asi, el contenido de GC porcentual dado en el ejemplo no taxativo de la Tabla 1 debe considerarse
“aproximado”, admitiendo una leve variacién (p. ej., del 1 al 2 %). Asi, por ejemplo, un contenido de GC porcentual
del “40 %" pretende hacer referencia a “aproximadamente el 40 %”, de tal manera que, por ejemplo, también podrian
estar comprendidos los /oci con contenidos de GC en el rango del 39 % al 41 % si se considera pertinente.

Asi, cuando se hace referencia a un contenido de GC particular, se entiende que los subgrupos de foci de prueba y
de referencia pueden comprender cualquier cantidad de /oci relacionados con un contenido de GC porcentual y/o
rango particulares.

Posteriormente, por cada subgrupo de contenido de GC, se calcula una profundidad de lecturas representativa. Para
ello, se pueden usar distintos métodos, incluidos, sin caracter taxativo, la media, la mediana o la moda de cada
conjunto. Asi, se crean dos vectores de profundidades de lecturas representativas, donde uno corresponde a los /oci
de referencia y el otro a los /oci de prueba (p. €j., Xm e Ym). En una realizacién, ambos vectores pueden contrastarse
entre si para identificar diferencias significativas en la profundidad de lecturas. En otra realizacién, la diferencia entre
ambos vectores puede usarse para evaluar si hay discrepancias considerables entre los foci de referencia y los loci
de prueba. Se le atribuye a la muestra la puntuacién que arroja la prueba.

En el caso de los analisis estadisticos con un enfoque de remuestreo, el conjunto de datos se divide primero en dos
grupos: los foci de prueba y los loci de referencia. Entonces, se calcula el contenido de GC de cada focus. Luego, se
realiza el siguiente procedimiento:

Se selecciona un focus al azar de entre los /oci de referencia y se registran su profundidad de lecturas y su contenido
de GC. Posteriormente, se selecciona un focus al azar de entre los /oci de prueba, con la Unica condicién de que su
contenido de GC sea similar al del /locus de referencia. Se registra su profundidad de lecturas. La persona
razonablemente versada en la técnica apreciara que la similitud entre los contenidos de GC puede abarcar un rango
de contenidos de GC adecuados. Asi, la referencia a un contenido de GC porcentual especifico puede considerarse
“aproximada”, “préxima” o “dentro de un rango adecuado” (p. €j., del 1 al 2 %) que incluya el contenido de GC
porcentual especifico investigado. De este modo, se crea un par de /oci de referencia y de prueba con contenidos de
GC similares. Se registra la diferencia del par de /oci de referencia y de prueba, notada E1. Luego, los /oci se regresan
a sus grupos respectivos. Este proceso se repite hasta crear una muestra de remuestreo del mismo tamafio que la
cantidad de TACS de prueba presentes. Entonces, se estima y se registra una profundidad de lecturas representativa
de la muestra de remuestreo, notada E_mu. Para ello, se pueden usar distintos métodos, incluidos, sin caracter
taxativo, la media, la moda o la mediana del vector, y/o multiplos de dichos valores.

El proceso descrito anteriormente se repite tantas veces como sea necesario y se crea una distribuciéon de E_mu.
Luego, se atribuye a la muestra una puntuacion que corresponde a un percentil de esta distribucion.

En el caso de los analisis estadisticos con una prueba de permutacién, el conjunto de datos se ordena primero en dos
grupos: los foci de prueba y los /oci de referencia. Por cada grupo, se crean subconjuntos de grupos en los que los
foci se categorizan de acuerdo con la similitud en sus contenidos de GC (véanse las columnas 2 y 3 del ejemplo no
taxativo de la Tabla 2, a continuacion). También se registra la cantidad de foci presentes en cada subgrupo de prueba.
Los loci del grupo de prueba se usan para estimar la profundidad de lecturas del grupo de prueba, notada Yobs. Para
hacerlo, puede seleccionarse un numero representativo de cada subgrupo de contenido de GC. Para obtener una
estimacién de la profundidad de lecturas se pueden usar distintos métodos, incluidos, sin caracter taxativo, la media,
la mediana o la moda de los /oci seleccionados.
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Luego, se crea una distribucion de los valores Yobs de prueba usando indistintamente /foci que provengan del grupo
de prueba o del grupo de referencia, tal como se explica a continuacion. Los /oci de prueba y de referencia de cada
subgrupo de contenido de GC (véase la Ultima columna del ejemplo de la Tabla 2) se combinan para permitir calcular
una nueva estimacién de la profundidad de lecturas. De cada subgrupo combinado se escoge una cantidad de /oci al
azar, cantidad acotada superiormente por la cantidad de /oci de prueba usados en el calculo original de Yobs (p. €.,
en el caso de un contenido de GC del 40 % y en el contexto del ejemplo no taxativo de la Tabla 2, esta cantidad de
loci puede estar en el rango [1,ny40]). La nueva estimacion de la profundidad de lecturas se calcula a partir de todos
los /oci seleccionados. El procedimiento se repite tantas veces como sea necesario para construir una distribucién de
las medias observadas. Luego, se le atribuye a una muestra una puntuacion que corresponde a la posicién de Yobs
en esta distribucién, usando una transformacion adecuada que tiene en cuenta los momentos de la distribucion
construida. Al igual que con los métodos descritos anteriormente, se apreciara que se admite una ligera variacion en
el contenido de GC porcentual (p. €j., del 1 al 2 %) si se considera adecuado. Asi, la referencia a un contenido de GC
especifico puede interpretarse como “aproximada” de manera que, por ejemplo, al hacer referencia a un contenido de
GC del 40 %, el método puede utilizar los /oci que tengan un contenido de GC de “aproximadamente” el 40 % (p. €.,
entre el 39y el 41 %).

En el caso del analisis estadistico con una prueba binomial de proporciones, se emplean los tamafios de fragmentos
alineados a coordenadas gendomicas especificas de las TACS. Se ha demostrado que los fragmentos de material
genético acelular provenientes de la placenta son de menor tamafio que los de otros tipos de material genético
acelular (Chan, K.C. (2004) Clin. Chem. 50:88-92). Asi, el estadistico de interés es si la proporcion de fragmentos
pequefios alineados a una regién de prueba especifica de una TACS se aparta significativamente de lo que se espera
en comparacién con la proporcién respectiva de otras regiones de referencia especificas de TACS, lo que indicaria
una anomalia genética fetal.

De este modo, los tamafios de fragmentos se dividen en dos grupos. Los tamafios de fragmentos relacionados con
los loci de prueba se asignan a un grupo y los tamafios de fragmentos relacionados con los foci de referencia se
asignan al otro grupo. Posteriormente, en cada grupo, los tamafios de fragmentos se distribuyen en dos subgrupos,
donde los fragmentos pequefios se asignhan a un subgrupo y todos los fragmentos restantes se asignan al otro
subgrupo. El ultimo paso es calcular la proporcion de fragmentos pequefios en cada grupo y usar estas cantidades
en una prueba binomial de proporciones. La puntuacién de la prueba se atribuye a la muestra investigada.

El resultado final de una muestra puede asignarse combinando una 0 mas puntuaciones derivadas de los diferentes
métodos estadisticos, ejemplos no taxativos de lo cual se muestran en el Ejemplo 4.

Kits de la invencion

Lainvencién provee kits para realizar los métodos que se divulgan. En una realizacion, el kit comprende un contenedor
que consiste en la mezcla de TACS e instrucciones para aplicar el método. En una realizacion, las TACS se proveen
en un formato que permite unirlas a un sustrato sdlido, por ejemplo, pueden ser TACS biotiniladas. En otra realizacion,
las TACS se proveen junto con un sustrato sélido, por ejemplo, TACS biotiniladas provistas junto con microesferas
magnéticas recubiertas con estreptavidina. En varias otras realizaciones, el kit puede comprender otros componentes
para realizar otros aspectos del método. Por ejemplo, ademas de la mezcla de TACS, el kit puede comprender uno o
mas de los siguientes: (i) uno 0 mas componentes para aislar ADN acelular de una muestra de plasma materno (p. €j.,
los que se describen en el Ejemplo 1); (i) uno 0 mas componentes para preparar la biblioteca de secuenciacién (p. €j.,
cebadores, adaptadores, ligadores, enzimas de restriccion, enzimas de ligacion, polimerasas y similares, como los
que se describen en el Ejemplo 1); (iii) uno o mas componentes para amplificar y/o secuenciar la biblioteca enriquecida
(p. €j., los que se describen en el Ejemplo 3); y/o (iv) software para realizar analisis estadistico (p. €j., el que se
describe en el Ejemplo 4).

IV. Ejemplos
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La presente invencion se ilustra en mayor detalle mediante los siguientes ejemplos, pero no se debe interpretar que
estos ejemplos limiten el alcance de la invencion.

Ejemplo 1: Obtencién de las muestras y preparacion de las bibliotecas

Obtencién de las muestras

Se obtuvieron muestras de plasma andnimas de mujeres embarazadas luego de la 10.2 semana de gestacién. Los
protocolos empleados para la obtencién de muestras para nuestro estudio fueron aprobados por el Comité de Bioética
Nacional de Chipre y se obtuvo el consentimiento informado de todas las participantes.

Extraccién de las muestras

Se extrajo ADN acelular de 2 a 4 ml de plasma de cada individuo mediante un método de extraccién manual o
automatico adecuado para aislar ADN acelular, como, por ejemplo —sin caracter taxativo—, el protocolo Qiasymphony
adecuado para asilar ADN fetal libre (Qiagen).

Preparaciéon de las bibliotecas

El ADN extraido de las muestras de plasma materno se usé para la construccién de bibliotecas de secuenciacién. Se
usaron métodos estandar de preparacién de bibliotecas con las siguientes modificaciones (Meyer, M. y Kircher, M.
(2010) Cold Spring Harb. Protoc. 2010(6):pdb prot5448). Se preparé una biblioteca de extraccién independiente como
control negativo para evaluar toda contaminacién introducida durante el experimento. Durante este paso, las salientes
5 y 3 se completaron agregando 12 unidades de polimerasa T4 (NEB) y se incorporaron fosfatos 5 usando
40 unidades de polinucledtido quinasa T4 (NEB) en una reaccién de 100 yl con posterior incubacién a 25 °C durante
15 minutos y, luego, 12 °C durante 15 minutos. Los productos de reaccidn se purificaron con el kit MinElute (Qiagen).
Posteriormente, se ligaron los adaptadores P5 y P7 (ver la seccién sobre la preparacién de los adaptadores) diluidos
1:10 a ambos extremos del ADN con 5 unidades de ligasa de ADN T4 (T4 DNA ligase, NEB) en una reaccién de 40 pl
durante 20 minutos a temperatura ambiente, seguido por una purificacién con el kit MinElute (Qiagen). Se eliminaron
las hendiduras de hebra simple (hicks) en una reaccién de relleno con 16 unidades de polimerasa Bst (NEB) en una
reaccién de 40 pl con posterior incubacién a 65 °C durante 25 minutos y, luego, 12 °C durante 20 minutos. Los
productos se purificaron con el kit MinElute (Qiagen). La amplificacién de las bibliotecas se realizé con una polimerasa
Fusion (Herculase Il Fusion DNA polymerase de Agilent Technologies o Pfusion High Fidelity Polymerase de NEB) en
reacciones de 50 pl con las siguientes condiciones de termociclado: 95 °C durante 3 min; seguido por 10 ciclos de
95 °C durante 30 s, 60 °C durante 30 s y 72 °C durante 30 s; y, por Ultimo, 72 °C durante 3 min. Los productos finales
de las bibliotecas se purificaron con el kit de purificacion MinElute (Qiagen) y se midieron por espectrofotometria.

Preparacion de los adaptadores

Se prepararon mezclas de hibridaciéon de los adaptadores P5 y P7 (26) por separado y se las incub6 durante 10 s a
95 °C, seguido por una rampa de 95 °C a 12 °C a razén de 0,1°°C/s. Las reacciones de P5 y P7 se combinaron para
obtener una mezcla de adaptadores lista para usar (100 phM de cada adaptador). Las mezclas de hibridacién se
prepararon de la siguiente manera. La mezcla de reaccién P5 contenia el adaptador P5_F (500 uM) a una
concentracién final de 200 uM y el adaptador P5+P7_R (500 pM) a una concentracién final de 200 uM, con una
solucién amortiguadora de hibridacidén de oligonucleétidos en concentracién 1 X. Por su parte, la mezcla de reaccion
P7 contenia el adaptador P7_F (500 pM) a una concentracién final de 200 uM y el adaptador P5+P7_R (500 pM) a
una concentracién final de 200 pM, con una solucién amortiguadora de hibridacién de oligonucleétidos en
concentracién 1 X (30). Las secuencias fueron las siguientes, donde * representa un enlace fosforotioato (PTO)
(Integrated DNA Technologies) (Meyer, M. y Kircher, M. (2010) Cold Spring Harb. Protoc. 2010(6):pdb prot5448):

adaptador P5_F:
A*C*A*C*TCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCG*A*T*C*T (ID DE SEC. N.° 1)

adaptador P7_F:
G T*G*A*CTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCG*A*T*C*T (ID DE SEC. N.° 2)

adaptador P5+P7_R:
A*G*A*T*CGGAA*G*A*G*C (ID DE SEC. N.° 3)

Ejemplo 2: Disefio y preparacion de secuencias de captura de blancos (TACS)
Se prepararon TACS personalizadas para la deteccién de anomalias cromosémicas totales o parciales en los
cromosomas 13, 18, 21, X, Y o cualquier otro, asi como otras anomalias genéticas, incluidas, sin caracter taxativo,

sindromes asociados con microdeleciones o microduplicaciones, traslocaciones, inversiones, inserciones y otras
mutaciones puntuales o pequefias. Los /oci gendmicos blanco usados para el disefio de las TACS se seleccionaron
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en funcién de su contenido de GC y su distancia a elementos repetitivos (distancia minima de 150 bp). El tamafio de
las TACS puede ser variable. En una realizacién del método, el tamafio de las TACS varia entre 100 y 260 bp y las
TACS se generan mediante un método basado en la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), que se describe a
continuacién. Las TACS se prepararon mediante una PCR simplex con polimerasa Taq estandar, cebadores
disefiados para amplificar los /oci blanco y ADN normal como molde. En la Figura 2, se muestran las regiones
cromosémicas usadas para disefiar cebadores para amplificar /oci adecuados en los cromosomas 13, 18, 21y X, con
el fin de preparar la mezcla de TACS para el analisis de los cromosomas 13, 18, 21 y X.

Todas las TACS personalizadas se generaron empleando las siguientes condiciones de termociclado: 95 °C durante
3 min; 40 ciclos de 95 °C durante 15 s, 60 °C durante 15 s, 72 °C durante 12 s; y 72 °C durante 12 s, seguido por la
verificacién mediante electroforesis en gel de agarosa y purificacién mediante kits estandar de limpieza de productos
de PCR como el kit Qiaquick PCR Purification Kit (Qiagen), el NucleoSpin 96 PCR Clean-up Kit (Macherey-Nagel) o
el kit Agencourt AMPure XP for PCR Purification (Beckman Coulter). La concentracién se midié con un instrumento
NanoDrop (Thermo Scientific).

Ejemplo 3: Hibridacién de las TACS y amplificacion

Biotinilacién de las TACS

Las TACS se prepararon para su hibridacién de acuerdo con un protocolo descrito anteriormente (Maricic, T. et al.
(2010) PLoS One 5:14004) con pequefias modificaciones. Se comenzé por obtener extremos romos con el kit Quick
Blunting Kit (NEB) y una incubacién a temperatura ambiente durante 30 minutos. Posteriormente, los productos de la
reaccidn se purificaron con el kit MinElute (Qiagen) y se ligaron a un adaptador de biotina mediante el kit Quick Ligation
Kit (NEB) en una reaccién de 40 ul a temperatura ambiente durante 15 minutos. Los productos de la reaccién se
purificaron con el kit MinElute (Qiagen) y se desnaturalizaron para obtener ADN de hebra simple antes de su
inmovilizaciéon en microesferas magnéticas recubiertas con estreptavidina (Invitrogen).

Hibridacién de TACS

Las bibliotecas amplificadas se mezclaron con oligonucleétidos bloqueadores (Maricic, T. supra) (200 uM), 5 ug de
ADN Cot-1 (Cot-1 DNA, Invitrogen), 50 ug de ADN de esperma de salmdn (Salmon Sperm DNA, Invitrogen), buffer de
hibridacién Agilent en concentracién 2 X y agente bloqueador Agilent en concentraciéon 10 X, y se calentaron a 95 °C
durante 3 min para desnaturalizar las hebras de ADN. Luego de la desnaturalizacién, se realizé una incubacién durante
30 minutos a 37 °C para bloquear los elementos repetitivos y las secuencias de los adaptadores. La mezcla resultante
se agregd a las TACS biotiniladas. Todas las muestras se incubaron en un incubador giratorio durante 12 a 48 h a
66 °C. Luego de la incubacién, las microesferas se lavaron como se describié anteriormente y el ADN se eluyd por
calentamiento (Maricic, T. supra). Los productos eluidos se amplificaron con cebadores de adaptadores dirigidos hacia
fuera. Los productos amplificados enriquecidos se combinaron de forma equimolar y se secuenciaron en una
plataforma lllumina o cualquier otra plataforma adecuada.

Ejemplo 4: Analisis bioinformatico de las muestras

Alineacién con el genoma humano

Por cada muestra, se aplicd la rutina bioinformatica (pipeline) que se describe a continuacién para alinear los
fragmentos de ADN secuenciados de cada muestra con el genoma humano de referencia. Los fragmentos de lecturas
apareadas dirigidas obtenidos de los resultados de la NGS se procesaron para eliminar las secuencias de adaptadores
y las lecturas de baja calidad (puntuacién Q < 25) con el software cutadapt (Martin, M. et al. (2011) EMB.netJournal
17.1). La calidad de las lecturas crudas y/o procesadas, junto con toda estadistica descriptiva que ayudara a evaluar
la calidad del resultado de la secuenciacién de la muestra, se obtuvieron con el software FastQC (Babraham Institute
(2015) FastQC) y/u otras herramientas de software propias. Las lecturas procesadas de al menos 25 bases de longitud
se alinearon al genoma humano de referencia, versién hg19 (UCSC Genome Bioinformatics), con un algoritmo de
alineacién basado en la transformacién de Burrows-\Wheeler (Li, H. y Durbin, R. (2009) Bioinformatics 25:1754-1760).
Si correspondia, las lecturas duplicadas se eliminaron luego de la alineacién. En los casos en que correspondia, el
resultado de la secuenciacién obtenido de la misma muestra, pero procesado en distintas calles (/anes) de
secuenciacién, se combind en un Unico archivo de salida. Los procedimientos de eliminacién de lecturas duplicadas y
combinacién se realizaron con el paquete de herramientas de software Picard (Broad Institute (2015) Picard) y/o el
paquete de herramientas de software Sambamba (referencia de Sambamba: Tarasov, Artem, et al. "Sambamba: fast
processing of NGS alignment formats." Bioinformatics 31.12 (2015): 2032-2034.).

El analisis de software anterior resulté en una versién final alineada de una muestra secuenciada contra el genoma
humano de referencia, y todos los pasos ulteriores se basaron en esta versién alineada. La informacién relativa a los
polimorfismos de nucleétidos individuales (SNP) en los /oci de interés se obtuvo con la herramienta bcftools del
paquete de software SAMtools (Li, H. et al. (2009) Bioinformatics 25:2078-2079). La profundidad de lecturas por base
en los /oci de interés —denominada, en lo sucesivo, archivo mpileup— se obtuvo con la opcién mpileup del paquete
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de software SAMtools. La informacion relativa al tamafio de los fragmentos alineados —denominada, en lo sucesivo,
archivo de tamafios de fragmentos— se obtuvo con la opcidn view del paquete de software SAMtools.

El archivo mpileup y el archivo de tamafios de fragmentos se procesaron con interfaces de programacién de
aplicacion (API) personalizadas escritas en los lenguajes de programacion Python y R (Python Software Foundation
(2015) Python; The R Foundation (2015) The R Project for Statistical Computing). Las API se usaron para determinar
la ploidia de los cromosomas de interés mediante una serie de pasos (denominados colectivamente, en lo sucesivo,
“el algoritmo”) y también para recopilar otras estadisticas descriptivas previstas para usar como métricas de control de
calidad, tales como —sin caracter taxativo— la cuantificacion de la fraccién fetal (denominadas colectivamente, en lo
sucesivo, “métricas de control de calidad”). Las AP| también pueden usarse para la evaluacion de anomalias genéticas
a partir de datos generados al aplicar el método descrito en casos de embarazos mdltiples, asi como otras anomalias
genéticas, como —sin caracter taxativo— las microdeleciones, las microduplicaciones, las variaciones en el nimero
de copias, las translocaciones, las inversiones, las inserciones, las mutaciones puntuales y los perfiles de mutaciones.

Métricas de control de calidad

Se emplearon métricas de control de calidad para inspeccionar las propiedades de una muestra alineada y decidir si
la muestra era apta para clasificaciéon. Algunas de estas métricas fueron, sin caracter taxativo:

(a) El enriquecimiento de una muestra. Los patrones de enriquecimiento son indicativos de si una muestra
tuvo un enriquecimiento adecuado entre los /oci de interés en un experimento de secuenciacién dado
(denominado, en lo sucesivo, una “corrida”). Para evaluar esto, se consideran distintas métricas, que
incluyen, sin carécter taxativo:

(i) la profundidad de lecturas de la muestra en su conjunto que sean especificas (“en el blanco”);
(i) el volumen de secuenciacién de la muestra que sea especifico (“en el blanco”) con relacién a la
cantidad total de lecturas mapeadas;

(iii) el rendimiento de TACS individuales en términos de la profundidad de lecturas alcanzada;

(iv) la curtosis y la asimetria estadistica del enriquecimiento de TACS individuales; y

(v) los momentos de curtosis y asimetria estadistica que surgen de todas las TACS.

Las comprobaciones anteriores también se tienen en consideracién en relacién con el enriquecimiento
del sesgo inducido por el contenido de GC. Las muestras que no cumplen con uno o mas de los criterios
mencionados anteriormente se identifican para su inspeccién ulterior antes de la clasificacién.

(b) La fraccién fetal de una muestra. Las muestras con una fraccion fetal estimada por debajo de un umbral
especifico no se clasifican.

El algoritmo

El algoritmo es una coleccidn de rutinas de procesamiento de datos y modelos mateméticos y estadisticos organizados
como una serie de pasos. Los pasos del algoritmo buscan determinar la ploidia individual de un cromosoma de interés
en relacion con todos los demas cromosomas de la muestra secuenciada y se usan para la deteccién de anomalias
cromosdmicas totales o parciales en los cromosomas 13, 18, 21, X, Y o cualquier otro, asi como otras anomalias
genéticas como, por ejemplo —sin caracter taxativo—, los sindromes de microdeleciones/microduplicaciones y otras
mutaciones puntuales o pequefias. Asi, el algoritmo puede usarse, sin caracter taxativo, para la deteccién de
anomalias cromosémicas totales o parciales en los cromosomas 13, 18, 21, X, Y o cualquier otro, asi como otras
anomalias genéticas, incluidas, sin caracter taxativo, microdeleciones, microduplicaciones, variaciones en el nimero
de copias, translocaciones, inversiones, inserciones, mutaciones puntuales y otros perfiles de mutaciones. El algoritmo
realiza, sin caracter taxativo, dos tipos de evaluaciones, una relativa a la informacién sobre la profundidad de lecturas
en cada muestra y otra relativa a la distribucién de tamafios de fragmentos en regiones especificas de las TACS. A
cada tipo de evaluacién pueden asociarse una 0 mas pruebas estadisticas, ejemplos no taxativos de los cuales se
proveen en los métodos estadisticos descritos en la presente.

En caso de pruebas asociadas con la profundidad de lecturas, el algoritmo compara secuencialmente la profundidad
de lecturas de los /oci de cada cromosoma de interés (denominado, en lo sucesivo, cromosoma de prueba) contra la
profundidad de lecturas de todos los demas /oci (denominados, en lo sucesivo, /oci de referencia) para determinar su
ploidia. Por cada muestra, los pasos fueron, sin caracter taxativo, los siguientes:

(a) Eliminar los /oci secuenciados de forma inadecuada. Se obtuvo la profundidad de lecturas de cada /ocus. Los
loci que no alcanzaron una cantidad minima de lecturas se consideraron insuficientemente enriquecidos y se
eliminaron antes de los pasos ulteriores.

(b) Mitigar el sesgo inducido por el contenido de GC. El procedimiento de secuenciacién introduce discrepancias
en la profundidad de lecturas entre los /oci de interés en funcién de su contenido de GC. Para considerar tal sesgo,
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se empled un nuevo enfoque de apareamiento de secuencias que aumenta tanto la sensibilidad como la
especificidad a la hora de detectar aneuploidias cromosémicas. Se identificé el contenido de GC de cada focus del
cromosoma de prueba y se agruparon los /oci genéticos similares para formar grupos genéticamente apareados.
El procedimiento se repitid con los /oci de referencia. Luego, los grupos genéticamente apareados del cromosoma
de prueba se aparearon condicionalmente con sus grupos genéticamente apareados contrapartes en el/los
cromosoma(s) de referencia. Los grupos pueden tener cualquier cantidad de miembros. Luego, los grupos
condicionalmente apareados se usaron para determinar la ploidia de los cromosomas de prueba.

(c) Determinar la ploidia. La determinacion de la ploidia se realizé empleando un Unico método estadistico y/o una
puntuacién ponderada del resultado de los siguientes métodos estadisticos (sin caracter taxativo):

Método estadistico 1: Las diferencias en las profundidades de lecturas entre los grupos condicionalmente
apareados se evaluaron para determinar su significacién estadistica con la formula de la prueba ¢

donde t es el resultado de la prueba ¢, X es el promedio de las diferencias entre los grupos condicionalmente
apareados, | es la profundidad de lecturas esperada y se fija en un valor que representa diferencias de
profundidad de lecturas insignificantes entre ambos grupos, s es la desviacion estandar de las diferencias
entre los grupos condicionalmente apareados y n es la longitud del vector de las diferencias condicionalmente
apareadas. La magnitud del estadistico t se usd para identificar la evidencia, si correspondia, contra la
hipétesis nula de igualdad de ploidia entre los cromosomas de referencia y de prueba. Especificamente,
t >= c1 (donde c1 es un umbral predefinido que pertenece al conjunto de todos los numeros positivos) indica
evidencia en contra de la hipotesis nula. Los resultados del analisis de 98 muestras maternas
correspondientes al cromosoma 21 con este método se muestran en la Figura 3.

Método estadistico 2: Remuestreo bivariado no paramétrico. El método de remuestreo (bootstrap) depende
de la relacion entre las variables aleatorias X (profundidad de lecturas de los /oci de referencia) e Y
(profundidad de lecturas de los foci de prueba). Aqui, tratamos la profundidad de lecturas de los sefiuelos en
el grupo de referencia (variable aleatoria denotada por X) como la covariable independiente. El primer paso
del procedimiento iterativo involucré un muestreo al azar con remuestreo (bootstrapping) de las profundidades
de lecturas de los foci en los cromosomas de referencia, es decir, (x1,91), ..., (xn,gn), donde el parametro g
es conocido y representa el contenido de GC del sefiuelo escogido. Luego, por cada sefiuelo de referencia
seleccionado aleatoriamente (xi,gi), se generd una profundidad de lecturas correspondiente para un focus
genéticamente apareado, a saber, (y1,91), ..., (yn,gn). Asi, se obtuvieron los datos bivariados (x1,y1),
(x2,¥2), ..., (xn,yn), condicionalmente apareados en funcion de su contenido de GC (parametro gi). Las
diferencias entre las profundidades de lecturas de los valores remuestreados genéticamente apareados xi e
yi se usaron para calcular el estadistico de interés en cada iteracién. En una realizacion, esta medida
estadistica puede ser, sin caracter taxativo, la moda, la media o la mediana de las diferencias registradas, y/o
multiplos de dichos valores. El procedimiento se repitié la cantidad de veces necesarias para construir la
distribucién del estadistico de interés a partir de estas diferencias. Se asignd a la muestra una puntuacion
que corresponde a un percentil especifico de la distribucidn construida (p. €j., el 5.° percentil). Bajo la hipotesis
nula, la ploidia es la misma entre los cromosomas de los grupos de referencia y de prueba. Asi, las muestras
en las que la puntuacién de un cromosoma en particular era mayor a un umbral predefinido, notado c2, se
clasificaron como muestras en las que era estadisticamente improbable que la ploidia fuera la misma que en
la referencia. También pueden emplearse otras medidas estadisticas. Los resultados del analisis de
98 muestras maternas correspondientes al cromosoma 21 con este método se muestran en la Figura 4.

Método estadistico 3: Prueba de permutaciones estratificadas. El estadistico de interés es la profundidad de
lecturas estimada del cromosoma de prueba, denotada por Y,,, que se calcula a partir de todos los /oci de
los grupos genéticamente apareados de los cromosomas de prueba de la siguiente manera:

donde y; es la profundidad de lecturas del focus i que forma parte del grupo genéticamente apareado j (es
decir, los /oci que pertenecen a un grupo especifico en virtud de su contenido de GC), Nj es la cantidad de
foci de prueba que son parte del grupo genéticamente apareado j y T la cantidad de grupos genéticamente
apareados.
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A continuacion, se construy6 una distribucién nula para evaluar Y, ;. Para hacerlo, por cada grupo j, los /oci de prueba

y de referencia se combinaron (intercambiabilidad bajo la hipdtesis nula) y cada grupo j se muestred aleatoriamente

hasta Nj veces sin reposicién (permutacion estratificada). Esto creé un vector de valores, notado yi, del cual se calculé

el valor promedio, notado y;. El procedimiento se repiti6 la cantidad de veces necesarias para construir la distribucion
- > . o o . Pops— ¥

nula. Por altimo, Y, — se estudentiz6 respecto de la distribucién nula con la siguiente férmula: Zy,,, = %

Y

donde Y y oy son el primer momento vy la raiz cuadrada del segundo momento de todos los valores estadisticos y;

permutados. En las muestras cuyos valores de Zy,,, eran mayores de un umbral predefinido, notado ¢3, era

estadisticamente menos probable que la ploidia fuera la misma entre los grupos de referencia y de prueba. Los

resultados del analisis de 98 muestras maternas correspondientes al cromosoma 21 con este método se muestran en

la Figura 5.

En el caso de las pruebas asociadas con los tamafios de fragmentos, el algoritmo calcula la proporcién de fragmentos
pequefios en los /oci de prueba y la compara con la correspondiente proporciéon en los /oci de referencia, como se
describe en el método estadistico 4, a continuacion.

Método estadistico 4: Proporciones de tamafios de fragmentos. Por cada muestra, se extrae la cantidad y el tamafio
de los fragmentos alineados al genoma humano de referencia en las coordenadas correspondientes a las TACS.
Posteriormente, los datos se filtran para eliminar los tamafios de fragmentos que se consideran valores
estadisticamente atipicos usando el método de deteccidn de valores atipicos basado en la mediana. Especificamente,
se definen como valores atipicos aquellos fragmentos cuyo tamafio es mayor o menor a los umbrales Fiy, dados por
la siguiente ecuacién:

Firr = Frnedgian £ (X X IQR)

donde Fmedian €S la mediana del tamafio de todos los fragmentos de una muestra, X es una variable que puede asumir
valores en el conjunto R +, e /QR es el rango intercuartilico de los tamafios de fragmentos. Posteriormente, se realiza
una prueba binomial de proporciones para buscar evidencia en contra de la hipé6tesis nula, HO, definida de la siguiente
manera:

HO: La proporcién de fragmentos pequefios en la regién de prueba no difiere de la proporcién de fragmentos
pequefios en la region de referencia.

En varias realizaciones de la invencién, los fragmentos pequefios se definen como aquellos fragmentos cuyo
tamafio es menor o igual a un subconjunto de Z + acotado superiormente por 160 bp. Si definimos como T
el conjunto de todas las TACS, la regién de prueba puede ser cualquier subconjunto propio S que defina la
regién investigada, y la regién de referencia es el complemento relativo de S en T. Por ejemplo, en una
realizacién de la invencién, el conjunto S se define como el conjunto de todas las secuencias capturadas por
TACS del cromosoma 21 y, por consiguiente, el conjunto de referencia se define como el conjunto de todos
los fragmentos capturados por TACS en los cromosomas de referencia y/u otros /oci de referencia.

La hipétesis alternativa, H1, se define de la siguiente manera:

H1: La proporcién de fragmentos pequefios en la regién de prueba difiere de la proporciéon de fragmentos
pequefios en la region de referencia.

Asi, teniendo en cuenta la correccién por continuidad, se calcula la siguiente puntuacion (Brown et al., Harrel):

_ ’ﬁ(l —P)
Vvtest = (p - pref)/ N,
test

_ (F+05)
P = Wewe + 1)

donde

_ (Frey +0.5)
pref B (Nref + 1)

F es la cantidad de fragmentos pequefios en la regién de prueba, F.s s la cantidad de fragmentos pequefios en la
region de referencia, Ny, €s la cantidad total de fragmentos en la regién de prueba y N, es la cantidad total de
fragmentos en la regién de referencia.
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Por cada muestra, el algoritmo contrasta secuencialmente la proporcion de tamafios de fragmentos de las regiones
investigadas (por ejemplo, sin caracter taxativo, el cromosoma 18, el cromosoma 21 y el cromosoma 13) contra las
regiones de referencia, es decir, aquellas no investigadas en la prueba. Por cada muestra, se asigna una puntuacién
por cada prueba. Las puntuaciones superiores a un umbral, notado c4, proveen evidencia en contra de la hipétesis
nula. Los resultados del analisis de 98 muestras maternas correspondientes al cromosoma 21 con este método se
muestran en la Figura 6.

Método de puntuacion ponderada 1: En una realizacién del método, se atribuyé a cada muestra s una puntuacion
ponderada, calculada como la suma ponderada de todos los métodos estadisticos de acuerdo con la siguiente formula:

Vi(R, F) = zymax{R, £} + (1 — z;)min{Ry, F}

donde R, es la puntuacidn corregida especifica de la corrida obtenida de una contribucién ponderada de cada método
estadistico relacionado con la profundidad de lecturas de la muestra s, que se define como:

_ CiwiSis —R,)
s = O-r
y R, es la mediana especifica de la corrida, calculada a partir del vector de todas las puntuaciones no ajustadas
ponderadas relacionadas con la profundidad de lecturas obtenidas de una Unica corrida de secuenciacién, y o, €s un
multiplo del desvio estandar de las puntuaciones R calculado a partir de un conjunto de referencia de 100 muestras
euploides. Los términos max{R,, F;} y min{R,, F;} denotan los valores maximo y minimo del conjunto entre llaves,
respectivamente.

F, es la puntuacién corregida especifica de la corrida obtenida del método estadistico relacionado con los tamafios de
fragmentos y se define como:

_ (Wtest _ R_f)

or
donde W, tiene la misma definicién que antes, R_f es la mediana especifica de la corrida, calculada a partir del vector
de todas las puntuaciones estadisticas no ajustadas relacionadas con los fragmentos obtenidas de una Unica corrida
de secuenciacion, y o es un multiplo del desvio estandar de las puntuaciones F calculado a partir de un conjunto de
referencia de 100 muestras euploides.

F

Una puntuacion de clasificacién Unica inferior a un valor predefinido indica que no hay evidencia en los datos
observados de que una muestra tenga un riesgo significativo de aneuploidia. En las Figuras 7 y 8, se muestran los
resultados correspondientes a las 98 muestras maternas usando el enfoque de puntuaciéon ponderada sobre un
subconjunto de los métodos o sobre todos los métodos, respectivamente.

Método de puntuacién ponderada 2: En otra realizacion del método, la puntuacion ponderada obtenida de los métodos
estadisticos descritos anteriormente se usd para asignar a cada muestra una puntuacién Unica de riesgo de
aneuploidia de acuerdo con la siguiente férmula:

donde R es el resultado de la puntuacién ponderada, w; es el peso asignado al método j, t; la puntuacion observada
resultante del método j, y c; el umbral del método ;.

Una puntuacion de clasificacién Unica inferior a un valor predefinido indica que no hay evidencia en los datos
observados de que una muestra tenga un riesgo significativo de aneuploidia. Enla Figura 9, se muestran los resultados
de las 98 muestras maternas usando los métodos estadisticos 1 a 3 con el método de puntuacion ponderada 2.

Dado que se asumid que todas las profundidades de lecturas de los sefiuelos del grupo de referencia provenian de la
misma poblacién, y para tener un umbral universal, se emplearon ajustes especificos de cada corrida para aliviar los
sesgos especificos de cada corrida.

El/los método(s) mencionado(s) también es/son adecuado(s) para la deteccién de otras anomalias genéticas,
incluidas, sin caracter taxativo, las anomalias subcromosémicas. Un ejemplo no taxativo es la pérdida parcial contigua
de material cromosdmico que da lugar a una microdelecién, o la incorporacién parcial contigua de material
cromosomico que da lugar a una microduplicacion. Un focus genético conocido sujeto a ambas anomalias es el
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7911.23. En una realizacion del método estadistico 1, se evaluaron muestras de plasma sintéticas con un 5 %, 10 %
y 20 % de material fetal para evaluar el aumento del riesgo de microdeleciones y/o microduplicaciones en el focus
genético 7911.23. Los resultados se ilustran en la Figura 10 en los casos de microdeleciones y en la Figura 11 en los
casos de microduplicaciones.

En el caso de las mutaciones puntuales, se realizan varias pruebas binomiales que consideran la estimacién de la
fraccion fetal de la muestra, notada f, la profundidad de lecturas del alelo menor, notada r, y la profundidad de lecturas
total de la base secuenciada, notada n. Dos ejemplos frecuentes, pero no taxativos, involucran la evaluacion del riesgo
cuando la anomalia genética es una mutacién puntual recesiva o una mutacion puntual dominante.

En el ejemplo no taxativo de una mutacion puntual recesiva, la hipodtesis nula evaluada es que tanto la madre como el
feto son heterocigotas (es decir, la frecuencia del alelo menor es de 0,5), en tanto que la hipétesis alternativa es que
el feto es homocigota (es decir, la frecuencia del alelo menor es de 0,5-f/2). Un valor p pequefio en la correspondiente
prueba de cocientes de verosimilitudes (/ikelihood ratio) indicaria evidencia contraria a la hipétesis nula. En el ejemplo
no taxativo de una mutacién puntual dominante, la hipotesis nula evaluada es que tanto la madre como el feto son
homocigotas en la posicion dada, en tanto que la hipotesis alternativa es que solo el feto es heterocigota en la posicién
dada. Un valor p pequefio en la correspondiente prueba de cocientes de verosimilitudes (/ikelihood ratio) indicaria
evidencia contraria a la hipdtesis nula.

Ademas de los anteriores, se desarrollaron métodos de determinacién del sexo fetal, ejemplos no taxativos de los
cuales se describen a continuacién. En una realizacion de la invencién, se asigné el sexo fetal a una muestra usando
una prueba de Poisson dada por la siguiente férmula:

Yegy

s
e

b3
§

X

donde * y f es la fraccién fetal estimada de la muestra, B es la cantidad de secuencias blanco en el
cromosoma Y, U es la profundidad de lecturas de la muestra y k es la suma de las lecturas obtenidas de todos los
blancos B. La hipdtesis nula de la prueba de Poisson fue que la muestra era masculina. Un valor de Pr(ry) menor a
un umbral cy se consideré como evidencia suficiente para rechazar la hipotesis nula, es decir, concluir que la muestra
no era masculina. En los casos en los que uno o mas de los términos para calcular Pr(ry) no estaban disponibles, el
sexo de la muestra se clasificé como no disponible (NA).

En otra realizacion de la invencion, el sexo fetal se asigné usando la profundidad de lecturas promedio de las
secuencias blanco en el cromosoma Y. Si la profundidad de lecturas promedio de las secuencias blanco era superior
a un umbral predefinido (donde tal umbral puede definirse en funcion de otras caracteristicas especificas de la muestra,
como la profundidad de lecturas y la fraccién fetal estimada), el sexo fetal se clasifico como masculino. Si la
profundidad de lecturas promedio era inferior a dicho umbral, la muestra se clasificé como femenina.

Estimacién de |a fraccion fetal

Se han desarrollado diversos métodos para estimar la fraccion fetal que pueden aplicarse a embarazos simples y/o
multiples. Asi, en funcién del tipo de embarazo, la fraccién fetal estimada puede obtenerse de cualquiera de los
métodos 0 como una estimacion ponderada a partir de un subconjunto de los métodos desarrollados y/o de todos
ellos. A continuacion, se dan algunos ejemplos no taxativos.

En una realizacion, se desarrollé una técnica de aprendizaje computarizado basada en la inferencia bayesiana para
calcular la distribucidn a posteriori de la fraccion fetal de ADN empleando los recuentos alélicos en los foci
heterocigotas del plasma materno de embarazos simples. Se utilizaron tres combinaciones informativas posibles de
genotipos maternos/fetales dentro del modelo para identificar aquellos valores de fraccidon fetal de ADN con mayor
respaldo de los datos observados.

Sea fla fraccion fetal de ADN. Si la madre es heterocigota en un focus dado, el genotipo fetal puede ser heterocigota
u homocigota, lo que resulta en frecuencias esperadas del alelo menor de 0,5y 0,5-f/2, respectivamente. Sila madre
es homocigota y el feto es heterocigota, la frecuencia esperada del alelo menor sera de /2. Se empled un método de
Monte Carlo basado en una cadena de Markov (algoritmo de Metropolis-Hastings) (The R Foundation (2015) The R
Project for Statistical Computing) con una distribucion a priori no informativa o informativa (es decir, que incorporara
informacién adicional como la edad gestacional, el peso materno, etc.) para obtener una secuencia de muestras
aleatorias de la distribucion de probabilidad a posteriori de la fraccién fetal de ADN basada en un modelo de mezclas
finitas.

En otra realizacién, la fraccion fetal estimada se calcula Unicamente a partir del cluster de frecuencia alélica
menor (MAF) especifico del feto, es decir, el cluster formado cuando la madre es homocigota y el feto es heterocigota
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en un /ocus gendmico dado. Se asume que la media de la fraccién fetal estimada tiene una distribucién normal
N(2Xx,0;), donde x es la media de la MAF especifica del feto y o;; es el desvio estandar de la MAF especifica del feto.
Luego, la fraccidn fetal estimada se obtiene de los percentiles de la distribucién calculada, N(2X, 03).

En los embarazos de gestaciéon multiple —ejemplos no taxativos de los cuales incluyen los embarazos de gemelos
monocigéticos y de mellizos dicigéticos, los embarazos de trillizos y distintos casos de donantes de évulos y/o
esperma—, la fraccién fetal puede estimarse empleando informacién obtenida a partir de /oci genéticos cuyo valor de
MAF sea menor que un umbral, notado Mmresn, y derivada de posibles SNP especificos del feto. La persona
razonablemente versada en la técnica apreciara que los SNP especificos del feto pueden originarse de cualquiera de
los fetos, de cualquier combinacién posible de los fetos o de todos los fetos de la gestacién. Asi, se ha desarrollado
un algoritmo que estima la fraccién fetal del feto con la menor contribucién al contenido fetal total, teniendo en cuenta
la contribucién combinatoria de cada feto a los valores de MAF que definen los SNP especificos del feto, y también
permite la contribucién no homogénea de material fetal al contenido fetal total del material obtenido del plasma. Con
este fin, el algoritmo emplea un enfoque de dos pasos.

En una realizacién del algoritmo, el embarazo multiple considerado es un embarazo de mellizos dicigéticos. Como
primer paso, la implementacion algoritmica del modelo utiliza todos los SNP informativos y permite una contribucién
fetal no homogénea que puede explicarse con una diferencia relativa en las fracciones fetales estimadas respecto de
un umbral definido, notado cf. Especificamente, si f1 y 2 representan las fracciones fetales de los fetos uno y dos,
respectivamente, y f1 <= f2, la suposicion es que f2 <= cf f1, donde cf es una constante real positiva mayor o igual a
1. Bajo esta hipotesis, los datos observados D, definidos como los recuentos de los alelos alternativo y de referencia
en los /oci de los SNP informativos, se suponen generados por una distribucién combinada de tres binomiales
(definidas por los parametros 1/2, f2/2 y (f1+f2)/2), siendo la distribucién a posteriori p(f1,f2|D) proporcional al modelo
de observacién, que puede expresarse como p(f1|f2,D) p(f2|D). La distribucidén a posteriori p(f1,f2|D) se muestra con
un algoritmo de Metropolis-Hastings MCMC usando una distribucién a priori uniforme. El enfoque de cuantiles
empiricos se aplica al arreglo de datos generado para inferir las fracciones fetales.

Como segundo paso, el algoritmo ejecuta un algoritmo de agrupamiento (clustering) basado en un modelo (modelo de
mezcla gausiana finita ajustado mediante el algoritmo EM; paquete mclust en R) para identificar si existe un cluster
independiente de SNP atipicos del que se crea que esta centrado en torno de f1/2. La existencia de tal clister con una
media que invalide la hipétesis cf >= f2/f1 lleva a la estimacién de f1 usando Unicamente SNP que son parte del clister
identificado.

Referencias

Chris Fraley y Adrian E. Raftery (2002). Model-based Clustering, Discriminant Analysis and Density Estimation. Journal
of the American Statistical Association, 97:611-631

Chris Fraley, Adrian E. Raftery, T. Brendan Murphy y Luca Scrucca (2012). mclust Version 4 for R: Normal Mixture
Modeling for Model-Based Clustering, Classification, and Density Estimation. Technical Report No. 597, Department
of Statistics, University of Washington

Ejemplo 5: Resultados del analisis de muestras maternas

Se analizaron noventa y ocho muestras maternas para evaluar el riesgo de trisomia del cromosoma 21 (T21) de
acuerdo con las metodologias descritas en los Ejemplos 1 a 4. Los valores de puntuacion del riesgo detectado de T21
en cada una de las 98 muestras con los métodos estadisticos 1, 2, 3 y 4 se muestran en los gréficos de las Figuras 3,
4, 5y86, respectivamente. Cada punto representa el valor de puntuacién de una muestra individual. La linea representa
el umbral “¢” (¢ = 3,00 en el caso del método 1, ¢ = 5,00 en el caso del método 2, ¢ = 4,00 en el caso del método 3 y
¢ = 0,91 en el caso del método 4). A las puntuaciones que superaron el umbral en la direccién positiva (es decir, valor
de puntuacién > ¢, puntos oscuros) se les asigné un riesgo alto de aneuploidia en comparacién con las puntuaciones
que no superaron el umbral (es decir, valor de puntuacién < c, puntos claros). Con todos los métodos estadisticos, a
cuatro muestras se les asigné un riesgo alto de aneuploidia T21. Todos los métodos estadisticos identificaron un
riesgo elevado en las mismas muestras, a pesar de que las puntuaciones tenian distribuciones diferentes en los
distintos métodos.

Las puntuaciones ponderadas resultantes de las combinaciones de los métodos estadisticos 1, 2, 3 y 4 del algoritmo
(descritas en el Ejemplo 4) se representan en los graficos de las Figuras 7 a 9, donde, una vez més, cada punto
representa el valor de puntuacién de una muestra individual y la linea representa el umbral. Los valores de puntuacion
ponderados identificaron un riesgo elevado en las mismas cuatro muestras. Las cuatro muestras en las que se
identificé un riesgo elevado de T21 mediante los analisis anteriores se evaluaron de forma independiente y se verificd
que se trataba de embarazos con un feto con trisomia 21, lo que confirma la exactitud del método para la evaluacion
del riesgo de T21. Los resultados del anélisis de microdeleciones y microduplicaciones en muestras sintéticas se
ilustran en las Figuras 10 y 11.
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REIVINDICACIONES

1.Un kit para realizar un método para evaluar el riesgo de una anomalia cromosémica en ADN fetal en una muestra
combinada de ADN materno y fetal, donde el kit comprende componentes para:

(a) preparar una biblioteca de secuenciacién a partir de la muestra combinada;
(b) hibridar la biblioteca de secuenciacién a una mezcla de secuencias de captura de blancos (TACS) de
doble hebra, donde la mezcla de TACS comprende secuencias que se unen a uno 0 mas cromosomas de
interés que comprenden una anomalia cromosémica, y donde:
(i) cada secuencia de la mezcla tiene entre 100 y 260 pares de bases de longitud;
(ii) cada secuencia de la mezcla se une al/a los cromosoma(s) de interés a una distancia de al menos
150 pares de bases, tanto en el extremo 5' como en el extremo 3', de regiones que presentan
variaciones en el nimero de copias (CNV), duplicaciones segmentales o elementos de ADN
repetitivo; y
(iii) el contenido de GC de las TACS se encuentra entre el 19 % y el 50 %;

(c) aislar aquellos miembros de la biblioteca de secuenciacién que se unen a las TACS para obtener una
biblioteca enriquecida;

(d) amplificar y secuenciar la biblioteca enriquecida; y

(e) realizar analisis estadisticos sobre las secuencias de la biblioteca enriquecida para determinar asi un
riesgo asociado con la anomalia cromosémica en el ADN fetal,

donde el kit comprende un contenedor que comprende la mezcla de TACS, donde la mezcla de TACS
comprende secuencias de doble hebra que se unen a uno 0 més cromosomas de interés seleccionados de
entre el grupo de los cromosomas 13, 18, 21, X e Y, comprendiendo los cromosomas una anomalia
cromosémica, y donde:

(1) cada secuencia de la mezcla tiene entre 100 y 260 pares de bases de longitud;

(2) cada secuencia de la mezcla se une al/a los cromosoma(s) de interés a una distancia de al menos
150 pares de bases, tanto en el extremo 5' como en el extremo 3', de regiones que presentan
variaciones en el nimero de copias (CNV), duplicaciones segmentales o elementos de ADN
repetitivo; y

(3) el contenido de GC de las TACS se encuentra entre el 19 % y el 50 %.
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