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“DETECQAO NAO INVASIVA DE ANORMALIDADES GENETICAS FETAIS”
Campo técnico

A invencao esta relacionada a métodos nao invasivos para a detecgdo de anormali-
dades genéticas fetais através da sequéncia de DNA de amostras de mulheres gravidas.
Mais particularmente, essa invencao esta relacionada a analise de dados para obtengédo da
amostras de DNA. Essa invengédo também esté relacionada a analise estatistica para detec-
tar anormalidades genéticas fetais, tais como anormalidades cromossdémicas, incluindo
aneuploidia.

Antecedentes da invencéo

Métodos de diagnostico pré-natal convencionais com procedimentos invasivos, tais
como amostra do vilo coribnico e amniocentese, oferecem riscos potenciais tanto para a
m&e como para o feto. Pesquisas nao invasivas de aneuploidia fetal, utilizando marcadores
do soro materno e ultrassom, estdo disponiveis, mas apresentam sensibilidade e especifici-
dade limitadas (Kagan, et al., Human Reproduction (2008) 23: 1968-1975; Malone, et al., N
Engl J Med (2005) 353:2001-2011).

Estudos recentes demonstraram que a deteccdo ndo invasiva da aneuploidia fetal
através do sequenciamento paralelo das moléculas de DNA no plasma de mulheres gravi-
das é viavel. O DNA fetal foi detectado e quantificado no plasma e soro materno. (Lo, et al.,
Lancet (1997) 350:485 487; Lo, et al., AM. J. hum. Genet. (1998) 62:768-775). Tipos de cé-
lulas fetais multiplas ocorrem na circulagao materna, incluindo granulécitos fetais, linfécitos,
hemacias nucleadas e células do trofoblasto (Pertl and Bianchi, Obstetrics and Gynecology
(2001) 98:483-490). O DNA fetal pode ser detectado no soro na 172 semana de gestacao e
aumenta com o término da gravidez. O DNA fetal presente no soro materno e no plasma é
comparavel a concentracdo do DNA obtido de protocolos de isolamento de células fetais.

O DNA fetal circulante foi utilizado para determinar o sexo do feto (Lo, et al., Am. J.
hum. Genet. (1998) 62:768-775). O gendtipo Rh D fetal foi detectado utilizando DNA fetal.
Entretanto, o diagndstico e as aplicagdes clinicas do DNA fetal circulante estao limitados aos
genes presentes no feto e ndo na mae (Pertl e Bianchi, Obstetrics and Gynecology (2001)
98:483-490). Logo, existe uma necessidade de um método nao invasivo que possa determi-
nar a sequéncia do DNA fetal, e oferecer um diagnéstico definitivo de anormalidades cro-
mossdmicas em um feto.

A descoberta de células e acidos nucléicos fetais no sangue materno nas ultimas
décadas e a aplicagdo de sequenciamento aleatério de alto desempenho do DNA livre de
células do plasma materno tornou possivel detectar pequenas alteragées na representagao
de cromossomos produzidas por um feto aneupléide em uma amostra do plasma materno. A
detecgéo nao invasiva da trissomia do cromossomo 13, 18 e 21 pode ser obtida.

Entretanto, como alguns estudos demonstram, a tendéncia GC introduzida pela
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amplificagéo e sequenciamento estabeleceu um limite pratico na sensibilidade da detec¢éo
da aneuploidia. A tendéncia GC pode ser introduzida durante a preparacdao da amostra e do
processo de sequenciamento, sob condigbes diferentes, tais como composicéao do reagente,
densidade e temperatura do cluster, produzindo uma amostragem diferencial de moléculas
de DNA com composicdo de GC diferente e variacao significativa nos dados de sequiencia-
mento, que podem ser ricos ou pobres em GC.

Para melhorar a sensibilidade, foram desenvolvidos protocolos para remocgéo do
efeito da tendéncia GC. Fan e Quake desenvolveram um método para isolar a tendéncia GC
estatisticamente utilizando peso para cada densidade GC, baseado no conteido genémico
do GC local, para melhorar o0 niumero de leituras mapeadas em cada bin, multiplicando o
peso correspondente ((Fan e Quake PLoS ONE (2010) 5:10439). Entretanto, o método
apresentou dificuldade com relagao aos disturbios dos cromossomos sexuais, especialmen-
te os relevantes relacionados ao cromossomo Y, em virtude da possibilidade do processo
causar uma leve distor¢cao dos dados, podendo interferir na precisdo da detecgao.

Na presente invengao, é descrito um método para isolar estatisticamente a tendén-
cia GC para obter uma maior sensibilidade na deteccao da anormalidade genética fetal, as-
sim como evitar uma distorcdo dos dados. Esse método define parametros utilizados para
testes estatisticos de acordo com o conteddo de GC. Além disso, foi introduzida a fracao
fetal estimada no diagnostico por hipétese binaria, apresentando maior sensibilidade e es-
pecificidade. O método da presente invengdo também demonstrou que é possivel aumentar
a sensibilidade da deteccao ndo invasiva de anormalidade genética fetal definindo com pre-
cisdo a amostra materna contendo uma pequena fragdo de DNA fetal, através do sequenci-
amento de mais fragmentos de polinucleotideos. Uma nova amostra do plasma materno nas
Ultimas semanas de gestacao pode aumentar a sensibilidade do diagnéstico.

Resumo da invencio

A presente invencao é direcionada a métodos de detecg¢do nao invasiva de anorma-
lidades genéticas fetais através do sequenciamento em larga escala dos nucleotideos da
amostra biolégica materna. Métodos também séo fornecidos para isolar a tendéncia GC dos
resultados do sequenciamento devido a diferentes conteidos GC de um cromossomo.

Logo, em um aspecto, é fornecido um método para estabelecer uma relagéao entre a
profundidade da cobertura e o conteido de um cromossomo, cujo método compreende: ob-
tencdo da informacdo da sequéncia de fragmentos de polinucleotideos multiplos que com-
pdem o citado cromossomo de mais de uma amostra; atribuicao dos citados fragmentos aos
cromossomos, baseado na informacao da citada sequéncia; calculo da profundidade da co-
bertura e do conteido de GC do citado cromossomo, de acordo com a informacao da citada
sequéncia para cada amostra; e determinagéo da relagao entre a profundidade da cobertura
e o conteudo GC do citado cromossomo.
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Em uma modalidade, os fragmentos de polinucleotideos variam de cerca de 10 a
cerca de 100 bp de comprimento. Em outra modalidade, os fragmentos de polinucleotideos
variam de cerca de 15 a cerca de 500 bp de comprimento. Ainda em outra modalidade, os
fragmentos de polinucleotideos variam de cerca de 20 a cerca de 200 bp de comprimento.
Ainda em outra modalidade, os fragmentos de polinucleotideos variam de cerca de 25 a cer-
ca de 100 bp de comprimento. Em outra modalidade, os fragmentos de polinucleotideos
apresentam cerca de 35 bp de comprimento.

Em uma modalidade, a informacao da sequéncia € obtida pelo sequenciamento ge-
némico paralelo. Em outra modalidade, a determinacdo do fragmento em relagédo aos cro-
mossomos € feita por comparacdo da sequéncia dos fragmentos com uma sequéncia ge-
némica humana de referéncia. A sequéncia genémica humana de referéncia pode ser qual-
quer configuragdo do genoma humano publicado e/ou adequado, tal como hg18 ou hg19.
Os fragmentos que correspondem a mais de um cromossomo, ou nao correspondem a
qualquer cromossomo podem ser desconsiderados.

Em uma modalidade, a profundidade da cobertura de um cromossomo € a propor-
¢ao entre o numero de fragmentos que correspondem ao cromossomo, € 0 seu numero de
leituras de referéncia. Em outra modalidade, a profundidade da cobertura é normalizada.
Ainda em outra modalidade, a normalizacao é calculada em relacao a cobertura de todos os
outros autossomas. Em outra modalidade, a normalizacao é calculada em relagao a cobertu-
ra de todos 0s outros cromossomos.

Em uma modalidade, a relacao esta na férmula:

cr,, = f(GC, )+¢& ,,j=12,--,22, XY

i

onde f(GC;) representa a funcdo da relagéo entre a profundidade da cobertura nor-
malizada e o conteudo GC correspondente da amostra i, cromossomo j, €i,j representa o
residuo da amostra i, cromossomo j. Em algumas modalidades, a relacao entre profundida-
de da cobertura e o conteudo GC é calculada pela regresséao polinomial ponderada local.
Em algumas modalidades, a relacdo pode ser uma relacéo linear ndo resistente. Em algu-
mas modalidades, a relacéo é determinada por algoritmo Loess.

Em algumas modalidades, o método também compreende o calculo ajustado da
profundidade da cobertura, de acordo com a férmula:

cr, ; =f(GCi,j),j=1,2,--~,22,X,Y

Em algumas modalidades, o método também compreende o calculo da variacao
padrao de acordo com a férmula:

std, = \/Z (cr,, —er )’ /(ns—l), j=1.2,,22.X,Y

onde ns representa o numero de amostras de referéncia.
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Em algumas modalidades, o método também compreende o célculo do teste esta-
tistico t de student, de acordo com a férmula:

tll.,j =(crl.,j —CI;,j)/stdj,j=1,2,...,22,X,Y

Em uma modalidade, o contetdo GC de um cromossomo é o conteudo GC médio
de todos os fragmentos que pertencem ao cromossomo. O conteudo GC de um fragmento
pode ser calculado dividindo o numero de nucleotideos G/C no fragmento pelo nimero total
de nucleotideos do fragmento. Em outra modalidade, o conteudo GC de um cromossomo é
o contetudo GC agregado das leituras de referéncia do cromossomo.

Em algumas modalidades, no minimo 2, 5, 10, 20, 50, 100, 200, 500 ou 1000 amos-
tras sdo utilizadas. Em algumas modalidades, o cromossomo éo0 1, 2, ..., 22, Xou Y.

Em uma modalidade, as amostras sdo de mulheres gravidas. Em outras modalida-
des, as amostras sdo de homens. Ainda em outra modalidade, as amostras sdo tanto de
mulheres como de homens.

Em algumas modalidades, as amostras sao amostras biol6gicas. Em algumas mo-
dalidades, sé@o provenientes do sangue periférico.

E fornecido também um método para determinar uma anormalidade genética fetal,
cujo método compreende: a) obtencdo de informagao da sequéncia de fragmentos de poli-
nucleotideos multiplos de uma amostra; b) correlacdo dos citados fragmentos aos cromos-
somos baseados na citada informagao da sequéncia; c) calculo da profundidade da cobertu-
ra e conteudo GC de um cromossomo baseado na citada informacédo da sequéncia; d) cal-
culo da profundidade da cobertura ajustada do citado cromossomo, utilizando o citado con-
teudo GC do citado cromossomo, e uma relagao estabelecida entre a profundidade da co-
bertura e o conteudo GC do citado cromossomo; e €) comparagao da citada profundidade
da cobertura ajustada com a profundidade da cobertura do citado cromossomo, onde uma
diferenca entre eles indica uma anormalidade genética fetal.

Em algumas modalidades, o método também compreende a etapa f) determinacao
do sexo fetal. O sexo fetal pode ser determinado de acordo com a férmula:

logit(p,) = In(; P y= B+ Bera, +Beray,

—D;

onde cr.a;x e cr.a;, sao cobertura relativa normalizada dos cromossomos X e Y,
respectivamente.

Em algumas modalidades, o método também compreende a etapa g) estimativa da

fragao fetal. A fragao fetal pode ser calculada de acordo com a férmula:

A A A
fy; =(cry —cr,,Yf)/ (CHym—Cly)

onde c¢r.

ix = J(GC, ) é aprofundidade ajustada da cobertura calculada a partir da

relacdo da profundidade do cromossomo Y e conteudo GC correspondente de amostras de
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mulheres gravidas com um feto do sexo feminino, ¢r, . = f(GC, ,,) se refere a profundida-

de de cobertura calculada a partir da relagao da profundidade do cromossomo Y e o contel-
do GC correspondente de homens. De forma alternada, a fragao fetal pode ser calculada de

acordo com a féormula:

A A A
Jx,=(crx —c T xy )/(C Fixm —€ erf)

onde c¢r.

iy = J(GC, ) é aprofundidade ajustada de cobertura calculada a partir da

relacao da profundidade do cromossomo X e conteudo GC correspondente de amostras de

mulheres gravidas com um feto do sexo feminino, ¢r, . = f(GC, ,,) se refere a profundida-

de de cobertura calculada a partir da relagdo da profundidade do cromossomo X e o contel-
do GC correspondente de homens. Logo, a fracao fetal pode ser calculada de acordo com a

férmula:
A A 2 ~ A 2
fiy, = arg min (c;;’)gc-(l—é‘)+c1;’Xm-€—c1;’X) (c;;gyf-(1—8)+c1;’Ym-€—c1;’X) )
i A 2 A 2 A 2 A 2
’ &0 (64 -(1-€)" +(6y, ) 6y, -(1-8)" +(6,,-8)

onde ¢r, ,, = f(GC, ,) € a profundidade ajustada de cobertura calculada a partir da

relacao da profundidade do cromossomo X e do conteudo GC correspondente de amostras

de mulheres gravidas com um feto do sexo feminino, ¢r, ., = f(GC, ,,) se refere a profundi-

dade de cobertura calculada a partir da relagdo da profundidade do cromossomo Y e o con-
teudo GC correspondente de amostras de mulheres gravidas com um feto do sexo feminino,

A

cr v, = f(GC,,) se refere a profundidade da cobertura ajustada calculada a partir da rela-

¢ao da profundidade do cromossomo X e contetudo GC correspondente de amostras de ho-
= f(GC,

i,Ym

mens, cr,

Y ) se refere a profundidade da cobertura calculado a partir da relagéo
da profundidade do cromossomo Y e conteudo GC correspondente de homens.

Em uma modalidade, a anormalidade genética € uma anormalidade cromossémica.
Em outra modalidade, a anormalidade genética € a aneuploidia. Ainda em outra modalidade,
a aneuploidia fetal € um disturbio de um autossoma selecionado do grupo que consiste da
trissomia do cromossomo 13, 18 e 21. Ainda em outra modalidade, a aneuploidia fetal € um
disturbio para um cromossomo sexual selecionado do grupo que consiste de XO, XXX, XXY
e XYY.

Em algumas modalidades, a comparacao da citada profundidade de cobertura ajus-
tada com a citada profundidade do cromossomo € conduzida por um teste estatistico de
hipéteses, onde uma hipétese € que o feto é euploide (HO) e a outra hipétese é que o feto é
aneupldide (H1). Uma estatistica pode ser calculada para ambas as hipéteses. Em algumas
modalidades, a estatistica t de student é calculada para HO e H1 de acordo com a férmula:
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tl,, =(cr,—cr )/ std, e 12, . =(cr;—cr, .(1+ fxy, ,/2)))/ std;, respectivamente, onde ™ ¢é

a fragao fetal. Em algumas modalidades a propor¢ao da probabilidade logaritmica de t1 e t2

€ calculada de acordo com a férmula: L, ; =log(p(tl, ;,degree|D))/log(p(r2, ;,degreelT)),

ij?
onde nivel (degree) se refere a distribuigao t, D se refere a diploidia, T se refere a trissomia,

e p(tl,;,degreel*),*=D,T representa densidade de probabilidade condicional fornecida a

um nivel de distribuicao t.
Em uma modalidade, o sexo do feto é feminino, e o teste estatistico t de student é

A
calculado de acordo com a formula: tl, , =(cr, y —cr, 4, )/ std,, , onde cr,,, = f(GC,,,) € a

profundidade de cobertura ajustada calculada a partir da relacdo da profundidade de cober-
tura do cromossomo X e o conteudo GC correspondente de amostras de mulheres gravidas
com um feto do sexo feminino. Em algumas modalidades, 1t11>3,13 indica que o feto pode
ser XXX ou X0. Em algumas modalidades, It11>5 indica que o feto € XXX ou X0.

Em outra modalidade, o sexo do feto € masculino, e o teste estatistico t de student

é calculado de acordo com a formula: 2,=(cr,, —(1—fy,/2)-cr, )/stdxf onde
cr,y = f(GC,,,) € a profundidade de cobertura ajustada calculada a partir da relagéo da

profundidade de cobertura do cromossomo X e o conteudo GC correspondente de amostras
de mulheres gravidas com um feto do sexo feminino. Em algumas modalidades, 1t21>3,13
indica que o feto pode ser XXY ou XYY. Em algumas modalidades, [t2|>5 indica que o feto é
XXY ou XYY.

E fornecido também um método para determinar uma anormalidade genética fetal,
cujo método compreende: a) obtencdo de informacao da sequéncia de fragmentos de poli-
nucleotideos multiplos de um cromossomo de mais de uma amostra normal; b) correlagao
dos citados fragmentos aos cromossomos baseados na citada informagéao da sequéncia; c)
calculo da profundidade da cobertura e contetdo GC do citado cromossomo baseado na
citada informagao de sequéncia das citadas amostras normais; d) determinagédo da relagao
entre a profundidade de cobertura e conteddo GC do citado cromossomo; e) obtencdo da
informacao da sequéncia de fragmentos de polinucleotideos multiplos de uma amostra bio-
l6gica; f) correlagédo dos citados fragmentos aos cromossomos, baseada na citada informa-
cao da sequéncia da citada amostra biologica; g) céalculo da profundidade da cobertura e o
contetudo GC do citado cromossomo, baseado na informacgao da citada sequéncia das cita-
das amostras bioldgicas; h) céalculo da profundidade de cobertura ajustada do citado cro-
mossomo utilizando o citado conteddo GC do citado cromossomo € a citada relagcao entre a
profundidade da cobertura e o conteudo GC do citado cromossomo; e i) comparacao da ci-
tada profundidade da cobertura ajustada com a profundidade da cobertura do citado cro-

mossomo, onde uma diferenga entre eles indica uma anormalidade genética fetal.
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Em outro aspecto, é fornecido na presente invengdo um meio legivel por computa-
dor compreendendo uma pluralidade de instru¢des para realizar um diagnéstico pré-natal de
uma anormalidade genética fetal, que compreende as etapas de: a) recebimento da infor-
magcao da sequéncia de fragmentos de polinucleotideos multiplos de uma amostra; b) corre-
lacdo dos citados fragmentos de polinucleotideos aos cromossomos baseada na citada in-
formacgao da sequéncia; c) calculo da profundidade de cobertura e conteudo GC de um cro-
mossomo baseado na citada informacao da sequéncia; d) calculo da profundidade de cober-
tura ajustada do citado cromossomo utilizando o citado conteddo GC do citado cromossomo
e uma relagdo estabilizada entre a profundidade de cobertura e conteudo GC do citado cro-
mossomo; e e) comparacgao da citada profundidade de cobertura ajustada em relacéo a ci-
tada profundidade de cobertura do citado cromossomo, onde uma diferenga entre eles indi-
ca uma anormalidade genética.

Ainda em outro aspecto, é fornecido na presente invengao um sistema para deter-
minagado da anormalidade genética fetal, cujo método compreende: a) meio para obtencao
da informagao da sequéncia de fragmentos mdltiplos de polinucleotideos de uma amostra; e
b) meio legivel por computador compreendendo uma pluralidade de instrugdes para realizar
um diagndstico pré-natal de uma anormalidade genética fetal. Em algumas modalidades, o
sistema também compreende uma amostra bioldgica obtida de uma mulher gravida, onde a
amostra biolégica inclui fragmentos de polinucleotideos multiplos.

Breve descricéo das figuras

A figura 1 apresenta um esquema para célculo da profundidade e conteddo GC uti-
lizando a informacao sequencial de fragmentos de polinucleotideos.

A figura 2 ilustra a correlacéao estabelecida entre profundidade de cobertura norma-
lizada —conteudo GC utilizando dados de 300 casos de referéncia. A profundidade de cober-
tura normalizada para cada caso é plotada em relagcdo ao conteudo GC sequenciado cor-
respondente. As cruzes significam casos com fetos femininos euploéides, quadrados signifi-
cam casos com fetos masculinos euploides. A linha extensa é a linha de ajuste entre a pro-
fundidade de cobertura e o conteudo GC.

A figura 3 ilustra a tendéncia entre a profundidade de cobertura normalizada e o
conteudo GC correspondente pelo arranjo de cromossomo com seu conteudo GC inerente
ascendente. O conteudo GC ascendente inerente de cada cromossomo se refere ao conte-
udo GC médio de etiquetas de sequéncias de cromossomos de 300 casos de referéncia.

A figura 4 demonstra composigoes diferentes da classe GC para cada cromossomo.
O contetudo GC de cada leitura de 35 bp das leituras de referéncia foi calculado para cada
cromossomo, o conteudo GC foi classificado em 36 niveis, e a porcentagem de cada nivel
foi calculada como a composi¢cdo GC de cada cromossomo. Os cromossomos foram mape-
ados com calor, colocados em um gréfico e agrupados hierarquicamente.
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A figura 5 demonstra a tendéncia do sequenciamento introduzindo a correlagéo
demonstrada na figura 2 por simulacao manual do processo de preferéncia.

A figura 6 demonstra a plotagem da variagéo padrdao em relagdo ao numero total de
fragmentos de polinucleotideos. Em 150 amostras, a variancia padréo ajustada de cada
cromossomo apresenta relagcao linear com a raiz quadrada do numero de leituras Unicas.

A figura 7 demonstra a plotagem Q-Q de residuos de cada cromossomo calculados
pela féormula 3. Uma relacao linear é demonstrada com uma distribuicado normal.

A figura 8 demonstra o histograma da profundidade de cobertura do cromossomo Y.
Existem dois picos que indicam que o género dos casos pode ser distinguido pela profundi-
dade da cobertura do cromossomo Y. A curva é a distribuicdo da profundidade de cobertura
do cromossomo Y calculada pela estimativa da densidade com Kernel gaussiano.

A figura 9 apresenta um diagrama do processo para diagnéstico de 903 amostras
teste para anormalidade cromoss6mica.

A figura 10 demonstra o resultado da aneuploidia: casos de trissomia do 13, 18, 21
e XO, XXY, XYY e casos de normalidade. A figura 10A apresenta as marcag¢des da profun-
didade de cobertura normalizadas em relacao ao conteido GC dos cromossomos 13, 18 e
21. A figura 10B apresenta as marcagdes dos cromossomos X e Y. Os circulos representam
as marcagoes da profundidade da cobertura com o contetido GC dos fetos femininos nor-
mais, e os pontos pontilhados representam os fetos masculinos normais. A linha continua é
a linha de ajuste da cobertura relativa e do contetdo GC, as linhas tracejadas apresentam o
valor t absoluto igual a 1, as linhas pontilhadas apresentam valor t igual a 2, e as linhas tra-
cejadas com pontilhados: valor absoluto de t igual a 3.

A figura 11 compara o valor da confianca de diferentes tentativas de diagnéstico.

A figura 12 demonstra a relagédo entre a fracdo do DNA fetal e a idade gestacional.
A fragdo do DNA fetal no plasma materno esta relacionada com a idade gestacional. A fra-
cao do DNA fetal foi calculada pelos cromossomos X e Y. Existe uma correlacdo estatisti-
camente significativa entre a fragdo do DNA fetal média e a idade gestacional (P < 0,001).
Observar que o valor de R2 que representa o quadrado do coeficiente de correlagao € pe-
queno. A fracdo minima é de 3,49%.

A figura 13 apresenta a relagdo entre a variancia padrdo e o nimero de casos ne-
cessarios para detecgdo. As variancias padronizadas computadas pela formula 5 para cada
cromossomo podem variar de acordo com numeros diferentes de amostras. A variancia pa-
drao se torna estavel quando o niUmero de amostras é maior do que 100.

A figura 14 demonstra o numero estimado de leituras Unicas para a deteccdo de
aneuploidia fetal no plasma sem células como uma fungéo da fragdo do DNA fetal. As esti-
mativas sdo baseadas no nivel de confianga do valor t maior do que 3 para aneuploidia dos
cromossomos 13, 18, 21 e X, mesmo Y (da relagéao entre X e Y), cada um apresentando um
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comprimento diferente. A medida que a fragdo do DNA fetal diminui, o numero total de se-
quéncias aleatérias necessarias aumenta. Com um desempenho de sequenciamento de 4
milhdes de leituras de sequéncia por canal na célula de fluxo, a trissomia do cromossomo 21
pode ser detectada se 3,5% do DNA livre de células for fetal. A aneuploidia do cromossomo
X nao é detectada facilmente quando a fragdo e o numero de leituras unicas forem peque-
nas, tal como 4% e 5 milhdes de leituras. Cromossomos diferentes exigem niveis diferentes
da fracdo do DNA fetal e numero de leituras Unico, o que pode ser causado pela estrutura
GC do cromossomo.

A figura 15 apresenta um grafico de contorno da sensibilidade mapeada por volume
de dados e idade gestacional (semanas) para deteccéo da trissomia do cromossomo 13 de
fetos femininos, para cada semana gestacional e cada ponto do volume de dados.

A figura 16 apresenta um grafico de contorno da sensibilidade mapeada por volume
de dados e idade gestacional (semanas) para detecgéo da trissomia do cromossomo 18 de
fetos femininos, para cada semana gestacional e cada ponto do volume de dados.

A figura 17 apresenta um grafico de contorno da sensibilidade mapeada por volume
de dados e idade gestacional (semanas) para detecgéo da trissomia do cromossomo 21 de
fetos femininos, para cada semana gestacional e cada ponto do volume de dados.

A figura 18 apresenta um grafico de contorno da sensibilidade mapeada por volume
de dados e idade gestacional (semanas) para detecg¢ao da trissomia do cromossomo X de
fetos femininos, para cada semana gestacional e cada ponto do volume de dados.

A figura 19 apresenta um grafico de contorno da sensibilidade mapeada por volume
de dados e idade gestacional (semanas) para deteccéo da trissomia do cromossomo 13 de
fetos masculinos. Para cada semana gestacional e cada ponto do volume de dados, foi
computada sua distribuicao empirica da fragdo de DNA fetal e variancia padrao para o vo-
lume de dados fornecido inicialmente, e comparando a fracao estimada por XY ou Y, foi
computada a sensibilidade de cada tipo de aneuploidia.

A figura 20 apresenta um grafico de contorno da sensibilidade mapeada por volume
de dados e idade gestacional (semanas) para deteccéo da trissomia do cromossomo 18 de
fetos masculinos.

A figura 21 apresenta um grafico de contorno da sensibilidade mapeada por volume
de dados e idade gestacional (semanas) para detecgédo da trissomia do cromossomo 21 de
fetos masculinos.

Descricao detalhada da invencao

A presente invencao é direcionada a métodos de detecgao nao invasiva de anorma-
lidades genéticas fetais através do sequenciamento em larga escala de fragmentos de poli-
nucleotideos a partir de amostras bioldgicas maternas. Métodos também sao fornecidos
para isolar a tendéncia GC dos resultados do sequenciamento em virtude da diferenga no
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conteudo GC de um cromossomo, baseada na relagao entre a profundidade de cobertura de
um cromossomo e seu conteudo GC. Desta forma, é fornecido na presente invengdo um
método para ajustar por computador os parametros de referéncia que sao utilizados no cal-
culo do teste t de student com os conteudos GC, por regressao polinominal local para ajus-
tar a profundidade da cobertura de um cromossomo de cada amostra em relagéo ao conte-
udo GC dos fragmentos de polinucleotideos.

Um método também é fornecido para determinar a anormalidade genética de um fe-
to por analise estatistica, utilizando um teste estatistico hipotético. Além disso, métodos sao
fornecidos para calcular padrdes do controle de qualidade (DQC) uteis na determinacéo da
guantidade de amostras clinicas necessarias para um nivel de significancia estatistica.

Definicbes

A menos que definido ao contréario, todos os termos técnicos e cientificos utilizados
na presente invencao sao compreendidos pelos versados na técnica a qual essa invengao
pertence. Todas as patentes, aplicagbes, pedidos publicados e outras publicagdes mencio-
nadas na presente invencao sao incorporadas como referéncia em sua totalidade. Se uma
definicdo descrita nessa secao for contraria ou de outra forma inconsistente com uma defini-
¢ao descrita nas patentes, pedidos, pedidos publicados e outras publicagdes que sao incor-
poradas na presente invencao como referéncia, a definigdo descrita nessa seg¢ao prevalece-
ra sobre as outras.

Conforme utilizado na presente invencao, as formas no singular “um”, “uma”, e “a/o”
incluem as formas no plural, a menos que indicado ao contrario. Por exemplo, “um” dimero
inclui um ou mais dimeros.

O termo “anormalidade cromossémica” se refere a um desvio entre a estrutura do
cromossomo do individuo e um cromossomo homélogo normal. O termo “normal” se refere
ao caribtipo predominante ou padrdao encontrado em individuos sadios de uma espécie em
particular. Uma anormalidade cromossémica pode ser numérica ou estrutural, e inclui, mas
nao esta limitada a aneuploidia, poliploidia, inverséo, trissomia, monossomia, duplicacao,
delecdo, delecao de uma parte de um cromossomo, adi¢cdo, adicdo de uma parte de um
cromossomo, insergdo, um fragmento de um cromossomo, uma regiao de um cromossomo,
um rearranjo cromossdmico, e translocagao. Uma anormalidade cromoss6mica pode estar
correlacionada com a presenga de uma condigao patolégica ou com uma predisposi¢ao para
desenvolver uma condigao patologica. Conforme definido na presente invengao, um polimor-
fismo Unico dos nucleotideos (“SNP”) ndo € uma anormalidade cromossémica.

A monossomia do cromossomo X (X0, auséncia de um cromossomo X) é o tipo
mais comum da sindrome de Turner, ocorrendo em 1 entre 2500, e 1 entre 3000 meninas
que nascem vivas (Sybert e McCauley N Engl J Med (2004) 351:1227-1238). A sindrome

XXY é uma condi¢cdo onde homens apresentam um cromossomo X extra, ocorrendo em 1
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entre cada 1000 homens (Bock, Understanding Klinefelter Syndrome: A Guide for XXY Ma-
les and their families. NIH Pub. No. 93-3202 (1993)). A sindrome XYY é uma aneuploidia do

cromossomo sexual onde o homem recebe um cromossomo Y extra, recebendo um total de

47 cromossomos no lugar dos 46 usuais, afetando 1 entre 1000 nascimentos, ocasionando
a infertilidade masculina (Aksglaede, et al., J Clin Endocrinol Metab (2008) 93: 169-176).

A sindrome de Turner abrange diversas condi¢coes, onde a monossomia do cro-
mossomo X (X0, auséncia de um cromossomo sexual, o corpo de Barr) é a mais comum.
Mulheres normais apresentam os dois cromossomos X, mas na Sindrome de Turner, um
destes cromossomos se perde. Ocorrendo em 1 entre 2000 para 1 em 5000 mulheres feno-
tipicas, a sindrome se manifesta de varias formas. A sindrome de Klinefelter € uma condigéo
onde homens apresentam um cromossomo X a mais. Em humanos, a sindrome de Klinefel-
ter € o disturbio sexual cromossémico mais comum, € a segunda condigdo mais comum
causada pela presenca de cromossomos extras. A condicdo ocorre em 1 entre cada 1000
homens. A sindrome XYY é uma aneuploidia dos cromossomos sexuais onde um homem
recebe um cromossomo Y extra, totalizando 47 cromossomos no lugar de 46. Isso produz
um cariotipo 47, XYY. Essa condicdo € geralmente assintomatica e afeta 1 entre 1000 ho-
mens podendo ocasionar infertilidade masculina.

A trissomia do 13 (sindrome de Patau), a trissomia do 18 (sindrome de Edward) e a
trissomia do 21 (sindrome de Down) séo as trissomias autossémicas clinicamente mais im-
portantes, e detecta-las é sempre um aspecto importante. A deteccédo das aberragdes cro-
mossémicas fetais descritas acima é de grande importancia no diagnostico pré-natal (Ostler,
Diseases of the eye and skin: a color atlas. Lippincott Williams & Wilkins. pp. 72. ISBN
9780781749992 (2004); Driscoll e Gross N Engl J Med (2009) 360: 2556-2562; Kagan, et al.,
Human Reproduction (2008) 23: 1968-1975).

O termo “leitura de referéncia unica” se refere a fragmentos de um cromossomo

que apresentam uma sequéncia unica. Logo, tais fragmentos podem ser atribuidos a uma
localizag&o unica do cromossomo. Leituras de referéncia unicas de um cromossomo podem
ser construidas baseadas em uma sequéncia genémica de referéncia publicada, tal como
hg18 ou hg19.

Os termos “polinucleotideos”, “oligonucleotideos”, “acido nucléico” e “molécula de
acido nucléico” sao utilizados intercambialmente na presente invencao se referindo a uma
forma polimérica de nucleotideos de qualquer comprimento, e podem compreender ribonu-
cleotideos, desoxirribonucleotideos, seus analogos, ou suas misturas. Esse termo se refere
somente a estrutura primaria da molécula. Logo, o termo inclui um acido desoxirribonucléico
de fita simples, dupla ou tripla (“DNA”), assim como um &cido ribonucléico de fita simples,
dupla ou tripla (“RNA”). Pode incluir também os modificados, por exemplo, por alquilagéo,
e/ou por encapsulamento, e formas nao modificadas do polinucleotideo. Mais particularmen-
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te, os termos “polinucleotideo”, “oligonucleotideo”, “a4cido nucléico” e “molécula de acido nu-
cléico” incluem polidesoxirribonucleotideos (contendo 2-desoxi-D-ribose), polirribonucleoti-
deos (contendo D-ribose), incluindo tRNA, rRNA, hRNA e mRNA, com splicing (remocéao de
introns) ou ndo, qualquer outro tipo de polinucleotideo, que é um N- ou C-glicosideo de uma
base purina ou pirimidina, e outros polimeros contendo bases nucleotidicas normais, por
exemplo, poliamida (por exemplo, acidos nucléicos peptidicos (“PNAs”)) e polimeros poli-
morfolinos (disponiveis comercialmente da Anti-Virals, Inc., Corvallis, OR., como NeuGe-
ne®), e outros polimeros de &cidos nucléicos com sequéncia sintética especifica, com os
polimeros apresentando nucleobases em uma configuracdo que permita o pareamento e
empilhamento das bases, tal como é encontrada no DNA e RNA. Logo, estes termos inclu-
em, por exemplo, 3’ — desoxi — 2’,5° — DNA, N3’ a P5’ fosforamidatos de oligodesoxirribonu-
cleotideo, RNA 2’ — O — alquila substituido, hibrido entre DNA e RNA ou entre PNAs e DNA
ou RNA, e também incluem tipos de modificagbes conhecidas, por exemplo, marcagoes,
alquilagao, “capsulas”, substituicdo de um ou mais nucleotideos por um analogo, modifica-
¢cOes entre os nucleotideos tais como, por exemplo, as com ligagbes sem carga (por exem-
plo, fosfonatos de metila, fosfotriésteres, fosforamidatos, carbamatos, etc.), com ligacdes
carregadas negativamente (por exemplo, fosforotioatos, fosforoditioatos, etc.) e com liga-
¢bes carregadas positivamente (por exemplo, aminoalquilfosforamidatos, aminoalquilfosfo-
triésteres), as contendo metades pendentes, tais como, por exemplo, proteinas (incluindo
enzimas (por exemplo, nucleases), toxinas, anticorpos, peptideos de sinal, poli-L-lisina, etc),
as com agentes intercaladores (por exemplo, acridina, psoraleno, etc.), as contendo quela-
tos (por exemplo, de metais, metais radioativos, boro, metais oxidativos, etc.), as contendo
agentes de alquilagdo, as com ligagdes modificadas (por exemplo, acidos nucléicos alfa
anomeéricos, etc.), assim como as formas ndo modificadas do polinucleotideo ou oligonu-
cleotideo.

“Sequenciamento paralelo macico” significa técnicas para sequenciamento de mi-
lhdes de fragmentos de acidos nucléicos, por exemplo, utilizando a ligagdo de DNA gen6mi-
co fragmentado aleatoriamente a uma superficie oticamente transparente, planar, e amplifi-
cacgao de fase solida para criar um sequenciamento de fluxo celular de alta densidade com
milhdes de grupos, cada um contendo ~ 1.000 cépias de modelo por cm? Esses modelos
sao sequenciados utilizando uma tecnologia de sequenciamento por sintese de DNA com
quatro cores. Ver produtos oferecidos pela lllumina, Inc., San Diego, Califérnia. A sequéncia
utilizada é de preferéncia a realizada sem uma etapa de pré-amplificacdo ou clonagem, mas
pode ser combinada com métodos a base de amplificagdo em um chip microfluido, que
apresenta camaras de reagao tanto para PCR como para sequenciamento com base de
modelo microscopico. Somente cerca de 30 bp de informagédo de sequéncia randdémica é

necessaria para identificar uma sequéncia como pertencente a um cromossomo humano
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especifico. Sequéncias mais longas podem identificar alvos mais particulares. Na presente
invengédo, um grande numero de leituras de 35 bp foram obtidas. Outra descricdo de um
método de sequenciamento paralelo macico é encontrada em Rogers e Ventner, Nature
(2005) 437: 326-327.

Conforme utilizado na presente invencao, “amostra bioldgica” se refere a qualquer
amostra obtida de uma fonte viral ou viva, ou de outra fonte de macromoléculas e biomolé-
culas, e inclui qualquer tipo celular ou tecido de um individuo na qual o &cido nucléico, prote-
ina ou outra macromolécula pode ser obtida. A amostra biolégica pode ser uma amostra
obtida diretamente de uma fonte biol6gica ou de uma amostra que é processada. Por exem-
plo, &cidos nucléicos isolados que sdo amplificados constituem uma amostra bioldgica.
Amostras bioldgicas incluem, mas néo estéo limitadas a fluidos corporais, tais como sangue,
plasma, soro, fluido cerebroespinal, fluido sinovial, urina e suor, amostras teciduais e de 6r-
gaos de animais e plantas e amostras processadas derivadas.

E compreendido que aspectos e modalidades da invencéo descritas incluem “con-
sistindo” e/ou “consistindo essencialmente de” aspectos e modalidades.

Outros objetos, vantagens e aspectos da presente invengao se tornardo claras a
partir das especificagées descritas abaixo juntamente com as figuras em anexo.

Il. Estabelecendo uma relacé@o entre profundidade de cobertura e conteddo GC

E fornecido um método para estabelecer uma relacéo entre a profundidade de co-
bertura e o conteudo GC de um cromossomo, compreendendo: obtencédo da informacao da
sequéncia de fragmentos multiplos de polinucleotideos do citado cromossomo de mais de
uma amostra; correlagdo dos citados fragmentos aos cromossomos baseados na citada in-
formagcdo da sequéncia; calculo da profundidade de cobertura e conteudo GC do citado
cromossomo baseado na citada informagdo da sequéncia para cada amostra; e determina-
cao da relacao entre a profundidade de cobertura e o contetdo GC do citado cromossomo.
As etapas de operacao podem ser realizadas em qualquer ordem. Em algumas modalida-
des, o método pode ser realizado na seguinte ordem: a) obtencdo de informacado da se-
guéncia de fragmentos de polinucleotideos multiplos que abrangem o citado cromossomo
baseada na citada informacgao da sequéncia; b) correlagéo dos citados fragmentos aos cro-
mossomos baseados na citada informacédo da sequéncia; c) célculo da profundidade da co-
bertura e contetdo GC de um cromossomo baseado na citada informacdo de sequéncia
para cada amostra; e d) determinagéo da relagao entre a profundidade de cobertura e o con-
tetdo GC do citado cromossomo.

Para calcular a profundidade de cobertura e o conteido GC de uma localizagao do
cromossomo, a informagao da sequéncia de fragmentos de polinucleotideos é obtida pelo
sequenciamento do modelo de DNA obtido de uma amostra. Em uma modalidade, 0 modelo
de DNA contém tanto DNA materno como fetal. Em outra modalidade, o modelo de DNA é
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obtido do sangue de uma mulher gravida. O sangue pode ser coletado utilizando qualquer
técnica padréao para sua retirada incluindo, mas nao limitada a venopuncéao. Por exemplo, o
sangue pode ser retirado de uma veia da parte interna do cotovelo ou da parte dorsal da
mao. As amostras podem ser coletadas de uma mulher gravida a qualquer momento duran-
te a gestacdo. Por exemplo, amostras de sangue podem ser coletadas de mulheres com 1-
4, 4-8, 8-12, 12-16, 16-20, 20-24, 24-28, 28-32, 32-36, 36-40 ou 40-44 semanas de gesta-
cao, de preferéncia entre 8-28 semanas de gestacao.

Os fragmentos de polinucleotideos estao relacionados a uma localizagdo do cro-
mossomo baseado na informacao da sequéncia. Uma sequéncia gendmica de referéncia é
utilizada para obter as leituras unicas de referéncia. Conforme utilizado na presente inven-
¢ao, o termo “leituras Unicas de referéncia” se refere a todos os fragmentos de polinucleoti-
deos relacionados a um local genémico especifico, baseado em uma sequéncia gendmica
de referéncia. Em algumas modalidades, as leituras Unicas de referéncia apresentam o
mesmo comprimento de, por exemplo, cerca de 10, 12, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 100, 200,
300, 500 ou 1000 bp. Em outras modalidades, as construgdes do genoma humano hg18 ou
hg 19 podem ser utilizadas como a sequéncia gendmica de referéncia. Uma localizagado do
cromossomo pode ser uma janela continua em um cromossomo que apresenta um compri-
mento de cerca de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800,
900, 1000, 2000, 3000, 4000, 5000, 6000, 7000, 8000, 9000, 10.000 ou mais Kb. Uma loca-
lizagdo do cromossomo pode ser um Unico Cromossomo.

Conforme utilizado na presente invengéo, o termo “profundidade de cobertura” se
refere a proporgcao entre o numero de fragmentos que esta relacionado a localizagdo do
cromossomo, € 0 numero de leituras Unicas de referéncia da localizacdo do cromossomo
utilizando a seguinte férmula:

Ci,j =ni,j/Nj7j=172"",22,X,Y )

onde n;; € o numero de leituras de sequéncia unicas mapeadas em relacdo ao
cromossomo j na amostra i; C;; é a profundidade de cobertura no cromossomo j na amostra
i; N;é o numero de leituras de referéncia unicas no cromossomo j.

Em algumas modalidades, os fragmentos dos polinucleotideos que nao estao corre-
lacionados a uma localizagao Unica do cromossomo ou a varios locais sdo descartados. Em
algumas modalidades, a profundidade da cobertura é normalizada, baseado na profundida-
de da cobertura de outra localizacdo do cromossomo, de outro cromossomo, da média de
todos os outros autossomas, da média de todos os outros cromossomos, ou da média de
todos os cromossomos. Em algumas modalidades, a profundidade de cobertura média de
22 autossomas € utilizada como uma constante de normalizagdo para relacionar as diferen-

¢as no numero total de leituras de sequéncia obtidas para amostras diferentes:
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22
cr, = Ci,_,-/(ZCi,_;/ZZJ,J'=1, 2,22, XY
- (2)

onde cr;; representa a profundidade de cobertura relativa do cromossomo j na
amostra i. A partir deste momento, o termo “profundidade da cobertura relativa” para cada
cromossomo, se refere ao valor normalizado, e € utilizado para comparar amostras diferen-
tes e anadlise subsequente.

O conteudo GC de uma localizagdo do cromossomo pode ser calculado pela por-
centagem média de GC de uma localizagdo do cromossomo, baseado nas leituras de refe-
réncia unicas na localizagdo do cromossomo, ou nos fragmentos de polinucleotideos se-
quenciados que correspondem a localizacdo do cromossomo. O conteudo GC de um cro-
mossomo pode ser calculado utilizando a seguinte formula:

GC,, =NGC,,; | BASE,; o

GOy =l N |

ne.BASE, onde i representa amostra i, j representa cromossomo j,
NGCi;; representa o nimero de bases G e C do DNA e BASE; representa o numero de ba-
ses de DNA no cromossomo j na amostra i.

A profundidade de cobertura e o conteudo GC podem ser baseados na informagéo
da sequéncia de fragmentos de polinucleotideos obtidos de uma Unica amostra ou de multi-
plas amostras. Para estabelecer a relagéo entre a profundidade da cobertura e o conteudo
GC da localizagdo de um cromossomo, o calculo pode ser baseado na informagao da se-
quéncia de fragmentos de polinucleotideos obtidos de no minimo 1, 2, 5, 10, 20, 50, 100,
200, 500 ou 1000 amostras.

Em algumas modalidades, a relagéo entre a profundidade de cobertura e o conteu-
do GC é uma relacao linear instavel. O algoritmo Loess, ou a regressao polinomial pondera-
da local pode ser utilizada para avaliar as relagées néo lineares (correlagdes) entre os pares
de valores, tais como profundidade de cobertura e conteudo GC.

[ll. Determinando uma anormalidade genética fetal

E fornecido um método para determinar a anormalidade genética fetal, cujo método
compreende: a) obtencdo da informacado da sequéncia de fragmentos multiplos de polinu-
cleotideos de uma amostra; b) correlagdo dos citados fragmentos aos cromossomos basea-
dos na citada informagéao da sequéncia; c) célculo da profundidade da cobertura e conteudo
GC de um cromossomo baseado na citada informacao de sequéncia para cada amostra; d)
calculo da profundidade de cobertura ajustada do citado cromossomo utilizando o citado
conteudo GC do citado cromossomo e uma relagado estabelecida entre a profundidade de
cobertura e o conteudo GC do citado cromossomo; e €) comparagao da citada profundidade
de cobertura ajustada a citada profundidade de cobertura do citado cromossomo, onde uma
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diferenca entre elas indica uma anormalidade genética fetal.

Os métodos podem ser utilizados para detectar anormalidades cromossémicas fe-
tais, e sdo especialmente Uteis na deteccao de aneuploidia, poliploidia, monossomia, trisso-
mia, trissomina do 21, trissomia do 13, trissomia do 14, trissomia do 15, trissomia do 16,
trissomia do 18, trissomia do 22, triploidia, tetraploidia, e anormalidades do cromossomo
sexual incluindo X0, XXY, XYY e XXX. Podem também se concentrar em certas regides
dentro do genoma humano de acordo com os métodos da presente invengao para identificar
monossomias e trissomias parciais. Por exemplo, os métodos podem envolver a andlise de
dados sequenciais em uma “janela” de uma por¢cao cromossémica definida, tal como regides
de 50 kb continuas, ndo sobrepostas espalhadas pelo cromossomo. Trissomias parciais de
13q, 8p (8p23,1), 7q, 6p distal, 5p, 3q (3q 25,1), 2q, 19 (1942,1 e 1g21-gter), monossomia
parcial Xpand 4q 35,1 foram relatadas, entre outras. Por exemplo, duplicagdes parciais do
longo brago do cromossomo 18 podem causar a sindrome de Edwards, no caso da duplica-
¢ao do 18qg21,1-gter (Mewar, et al., Am J Hum Genet. (1993) 53:1269-78).

Em algumas modalidades, a fracao fetal & estimada baseada na informagao obtida
da sequéncia dos fragmentos de polinucleotideos de uma amostra. A profundidade de co-
bertura e o conteudo GC do cromossomo X e Y podem ser utilizados para calcular a fragao
fetal. Em algumas modalidades, o sexo do feto € determinado baseado na informagéo da
sequéncia obtida para os fragmentos de polinucleotideos de uma amostra. A profundidade
da cobertura e o contetdo GC do cromossomo X e Y podem ser utilizados para determinar o
sexo do feto.

Em algumas modalidades, a comparacao da citada profundidade de cobertura ajus-
tada em relagdo a citada profundidade de cobertura do cromossomo é realizada através de
um teste estatistico de hipéteses, onde uma hipoétese é que o feto é euploide (HO) e a outra
hipétese € que o feto é aneupléide (H1). Em algumas modalidades, o teste estatistico de
student é calculado para ambas as hip6teses como t1 e t2, respectivamente. Em algumas
modalidades, a proporcao da probabilidade logaritmica de t1 e t2 é calculada. Em algumas
modalidades, uma proporgéo da probabilidade logaritmica >1 indica trissomia do feto.

IV. Meio de leitura legivel por computador e sistema para diagndstico de uma

anormalidade genética fetal

Em outro aspecto, é fornecido na presente invengdo um meio de leitura legivel por
computador compreendendo uma pluralidade de instrugdes para realizar diagnéstico pré-
natal de uma anormalidade genética fetal, que compreende as etapas de: a) recebimento da
citada informagao da sequéncia; b) correlagdo dos citados fragmentos aos cromossomos
baseados na citada informacdo da sequéncia; c¢) célculo da profundidade da cobertura e
conteudo GC de um cromossomo baseado na citada informagao de sequéncia para cada
amostra; d) célculo da profundidade de cobertura ajustada do citado cromossomo utilizando
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o citado conteudo GC do citado cromossomo e uma relagdo estabelecida entre a profundi-
dade de cobertura e o contetdo GC do citado cromossomo; e €) comparagao da citada pro-
fundidade de cobertura ajustada a citada profundidade de cobertura do citado cromossomo,
onde uma diferencga entre elas indica uma anormalidade genética fetal.

Ainda em outro aspecto, um sistema é fornecido na presente invencéo para deter-
minar a aneuploidia fetal, cujo método compreende: a) meio para obtencdo de informacao
da sequéncia dos citados fragmentos de polinucleotideos; e b) meio de leitura legivel por
computador compreendendo uma pluralidade de instrugbes para realizar um diagnéstico
pré-natal de uma anormalidade genética fetal. Em algumas modalidades, o sistema também
compreende uma amostra biolégica obtida de uma mulher gravida, com fragmentos de poli-
nucleotideos.

Sera compreendido pelos versados na técnica que um numero de métodos diferen-
tes de sequenciamento pode ser utilizado. Em uma modalidade, o sequenciamento é reali-
zado utilizando o paralelo macico. O sequenciamento paralelo macigo, tal como o obtido na
plataforma 454 (Roche) (Margulies, et al., Nature (2005) 437:376-380), no Analisador Ge-
nome lllumina (ou plataforma Solexa™) ou Sistema SOLID (Applied Biosystems) ou tecnolo-
gia de sequenciamento de uma molécula de DNA Helicos True (Harris, et al., Science (2008)
320:106-109), tecnologia de tempo real (SMRT™) de molécula simples, da Pacific Bioscien-
ce, e por sequenciamento nanoporo (Soni e Meller, Clin Chem (2007) 53: 1996-2001), per-
mite o0 sequenciamento de muitas moléculas de &cido nucléico isolado de uma amostra com
altos niveis de multiplexacdo na forma paralela (Dear, Brief Funct Genomic Proteomic
(2003) 1:397-416). Cada uma destas sequéncias de plataformas se expande ou ainda molé-
culas simples ndo ampliadas de fragmentos de acidos nucléicos. Equipamentos de sequen-
ciamento disponiveis comercialmente podem ser utilizados na obtencao da informagéao da
sequéncia dos fragmentos dos polinucleotideos.

V. Exemplos

Os seguintes exemplos sao fornecidos para ilustrar, e nao limitar a invencao.

Exemplo 1. Andlise dos fatores que afetam a sensibilidade da deteccdo: tendéncia

GC e género
Um esquema do procedimento para calcular a profundidade de cobertura e conteu-

do GC ¢ ilustrado na figura 1. Foi utilizado um software para produzir as leituras de referén-
cia unicas através da quebra das sequéncias de referéncia hg18 em 1-mer (1-mer € uma
leitura que é decomposta artificialmente da referéncia da sequéncia humana com o mesmo

ulu

comprimento “I” das leituras de sequenciamento da amostra), e definindo essas unidades de
repeticdo 1-mer como leituras de referéncia Unicas. Segundo, mapeamos nossas leituras da
amostra sequenciadas de acordo com as leituras de referéncia Unicas de cada cromossomo.

Terceiro, deletamos os valores atipicos (outlier) aplicando método de corte da quinta parte
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para obtencao de uma configuracdo de dados claros. Finalmente, foi avaliada a contagem
da profundidade de cobertura de cada cromossomo para cada amostra e o conteudo GC
das leituras de sequéncia Unica mapeadas para cada cromossomo de cada amostra.

Para pesquisar como o conteudo GC afeta os dados, foram escolhidos 300 casos
de cariétipos de euploidia, e os dados das leituras sequenciadas de suas profundidades de
cobertura e dos conteudos GC foram distribuidos em um grafico, demonstrando uma intensa
correlacao entre eles, e esse fendmeno néo foi relatado anteriormente (figura 2). Na figura 2,
a profundidade de cobertura esta intensamente relacionada ao conteudo GC, e demonstra
uma direcao descendente de alguns cromossomos, tais como 4,13, etc., enquanto demons-
tra uma direcdo ascendente de outros cromossomos, tais como 19, 22, etc. Todos os cro-
mossomos foram arranjados em ordem crescente de acordo com seu conteudo GC, e uma
tendéncia descendente esta presente em cromossomos com conteddo GC menor, enquanto
outro grupo de cromossomos com maior conteido GC apresenta uma tendéncia ascenden-
te, conforme demonstrado na figura 3. Pode ser interpretado que se os fragmentos de poli-
nucleotideos que estdo sendo sequenciados para uma amostra apresentam um conteudo
GC maior do que a outra amostra, a profundidade de cobertura que representa esta amostra
ird cair em comparacao com a da outra amostra com conteudo GC menor, enquanto aumen-
ta nos cromossomos com conteudo GC maior.

A possivel explicagdo para tal tendéncia de alteragdo entre cromossomos com dife-
rentes contedudos de GC é as diferengas na composi¢cdo do conteudo GC nos diferentes
cromossomos demonstrados na figura 4 combinados com a tendéncia CG introduzida no
processo de sequenciamento. O conteudo GC de cada leitura de referéncia Unica com 35-
mer para cada cromossomo é utilizado para classificar o conteudo GC em 36 niveis. A por-
centagem de cada nivel como a composi¢cao GC de cada cromossomo foi calculada, e entao
utilizada para elaborar o mapa por aquecimento com o software Heatmap2. Utilizando o
cromossomo 13 como exemplo, a sua maior parte consiste de segmentos de sequéncias
com conteudo GC menor, mas a sua parte menor consiste de segmentos de sequéncias
com conteudo GC maior. Se as condi¢cdes durante o sequenciamento ou processo PCR fo-
rem favoraveis aos segmentos com um conteudo GC maior, entdo uma parte maior do cro-
mossomo 13 com baixo conteudo de GC apresentara dificuldade no sequenciamento, oca-
sionando a reducgdo da profundidade de cobertura no cromossomo 13 desta amostra. Em
comparagao, em um grupo com conteudo GC maior, tal como o cromossomo 19, a profundi-
dade da cobertura na amostra do cromossomo 19 se torna maior nessa parte com o maior
conteudo de GC, facilitando o sequenciamento. Nao importa 0 cromossomo, 0s segmentos
com conteddo GC maior ou menor apresentam dificuldade de sequenciamento, mas a in-
fluéncia introduzida pela tendéncia GC foi diferente para os diversos cromossomos com
composicoes GC diferentes. Cada cromossomo de referéncia foi dividido em bins de 1KB, e
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o conteudo GC de cada leitura de referéncia no bin foi calculado. O conteudo GC de cada
bin no intervalo préprio [0,3, 0,6], dividido pelo tamanho da etapa de 0,001, e o valor da co-
bertura relativa em cada intervalo é calculado. A figura 5 apresenta marcagdes da profundi-
dade de cobertura e conteudo GC para cada cromossomo.

A influéncia do sexo do feto nos dados foi analisada utilizando um teste t indepen-
dente de duas amostras. Nenhuma diferenga foi encontrada entre os autossomas exceto
NOS Cromossomos sexuais com aproximadamente o mesmo conteudo GC, mas existe uma
diferenca 6bvia na UR% entre homens e mulheres (Chiu et al., (2008) Proc Natl Acad Sci
USA 105: 20458-20463), sugerindo que nao existe necessidade de distinguir o sexo do feto
para detectar aneuploidia autossémica, mas existe a necessidade de distinguir o sexo inici-
almente, para detectar aneuploidia do cromossomo sexual, tal como X0, XYY, etc.

Exemplo 2 — Modelo estatistico

Baseado no fenémeno discutido acima, foi utilizada regressao polinomial local para
ajustar a relacdo entre a profundidade de cobertura e o conteddo GC correspondente. A
profundidade de cobertura consiste de uma fungdo de GC e um residual da distribuicao

normal conforme abaixo:

Cr;',j:f(GCi,j)+€i,j’j:172""’22’X7Y (4)

onde f(GCi,j) representa a fungdo para a relagéo entre a profundidade de cobertura
e o conteudo GC correspondente da amostra i, cromossomo j, €;; representa o residual de
amostra i, cromossomo j.

Nao existe uma relacao linear forte entre a profundidade de cobertura e o contetdo
GC correspondente, logo, € aplicado algoritmo Loess para ajustar a profundidade de cober-
tura com o conteudo GC correspondente, do qual é calculado um importante valor para o
modelo da invengao, que é a profundidade de cobertura ajustada.

Cr;,j:f(GCi,j)’j:1’2""’227XaY (5)

Com a profundidade de cobertura ajustada, a variancia padréo e o teste t de stu-
dent foram calculados de acordo com as férmulas 6 e 7:

std, = \/Z (cr,, —er )’ /(ns—l), j=1.2,,22,X,Y
i (6)

tll.,j =(crl.,j—cri,j)/stdj,j=1,2,...,22,X,Y (7)

Exemplo 3. Célculo da fracdo fetal

Em virtude da fracdo fetal ser muito importante para a deteccao da presente inven-
¢ao, ela foi calculada antes do procedimento do teste. Conforme mencionado anteriormente,
foram sequenciados 19 homens adultos, e quando suas profundidades de cobertura foram
comparadas com casos de fetos femininos, foi descoberto que a profundidade de cobertura
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do cromossomo X dos homens é quase metade das mulheres, e a profundidade de cobertu-
ra do cromossomo Y dos homens € quase 0,5 maior do que das mulheres. Entdo, podemos
calcular a fracao fetal dependendo da profundidade de cobertura do cromossomo X e Y con-
forme as férmulas 8, 9 e 10, considerando a correlacao GC:

A

i =(ery—cry )/(C Fam =Ly ) (8)

Jx, = (cr x Tl )/(C Fixm _C’;’Xf) ©)

A N 2 A A 2
fiy, =arg min((C’;,Xf -(1=&)+cCry, - €=t y) +(C};’xf -(1-&)+¢Cr,y, - €—cry)
i A 2 PN 2 A 2 A 2
THRE 6y, (=0 4By, ) 6, (-8 +(5,, )

) (10)

onde ¢r,,, = f(GC,,,) € a profundidade de cobertura ajustada pela correlagao de

regressao da profundidade de cobertura do cromossomo X e o contetdo GC corresponden-
te de casos com fetos femininos, ¢r,,, = f(GC,,,) se refere a profundidade de cobertura
ajustada pela correlacao da regressao da profundidade de cobertura do cromossomo Y e o

conteudo GC correspondente de casos com fetos femininos, cr, ,,, = f(GC, ,,) se refere a

profundidade de cobertura ajustada pela correlagdo da regressao da profundidade de cober-

tura do cromossomo X e conteldo CG correspondente de homens, ¢, = f(GC,,,) se re-

fere a profundidade de cobertura ajustada pela correlacao de regressao da profundidade de
cobertura do cromossomo Y e conteudo GC correspondente de homens adultos. Somente

para calculo, 6, , e 6, sdoiguais e 6, , e 6,, sdo iguais.

Exemplo 4. Calculo do residual de cada cromossomo

A figura 6 demonstra que a variagdo padrao (ver férmula 3) para cada cromossomo
com um certo numero total de leituras Unicas € influenciada pelos numeros de referéncia de
casos participantes. A variagdo padrao apenas aumenta quando o numero de casos seleci-
onados foi maior do que 150, com a condi¢do de que 1,7 milhées de leituras Unicas foram
sequenciadas para cada caso. Entretanto, a variagdo padrdo foi diferente para os diversos
cromossomos. Apds considerar a tendéncia GC, o método da presente invengao apresentou
uma variagdo padrdo moderada para o cromossomo 13 (0,0063), para o cromossomo 18
(0,0066) € para o cromossomo 21 (0,0072). A variagdo padrao do cromossomo X é maior do
que a dos cromossomos mencionados acima, podendo exigir a realizagdo de mais estraté-
gias para deteccéao precisa de anormalidades.

A figura 7 apresenta a marcag¢ao Q-Q, onde o residual € compilado para distribuigéao
normal, considerando o calculo do teste t de student razoavel.

Exemplo 5. A distincdo do sexo do feto

Para descobrir anormalidades do cromossomo sexual, é melhor distinguir o sexo fe-

tal. Existem dois picos 6bvios quando a distribuicao da frequéncia da profundidade de cober-
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tura do cromossomo Y é investigada nos 300 casos da presente invengao, sugerindo a dis-
tingdo do sexo pela profundidade de cobertura do cromossomo Y. Casos com profundidade
de cobertura menor do que 0,04 podem estar relacionados a fetos femininos, enquanto mai-
ores do que 0,051 podem indicar fetos masculinos, porém, ndo € possivel distinguir o sexo
com valores entre 0,04 e 0,051, de acordo com a figura 8. Para estes casos de aneuploidia
e determinacao duvidosa do sexo, a regressao logistica foi utilizada para prever o sexo de
acordo com a férmula 11 (Fan, et al., Proc Natl Acad Sci USA (2008) 42: 16266-16271):

logit(p,) = In( Pi )=, + Bcra, +pcra,
I=p ’ ) (11)

onde cr.a;, e cr.a,, sdo normalizados em relagéo a cobertura de X e Y, respecti-

vamente.

Em comparacao com o resultado do cariétipo, 0 método da presente invengao para
distinguir o sexo fetal foi bem sucedido nos 300 casos de referéncia com 100% de precisao,
porém, apresentou um erro na realizagdo do 901° caso, e o valor da profundidade do cro-
mossomo Y deste caso permaneceu entre 0,04 e 0,051.

Exemplo 6. Desempenho do diagnéstico da tentativa do test t da correlacdo GC

Convocacao das amostras

Novecentos e trés (903) participantes foram recrutados do Hospital Shenzhen Peo-
ple e Shenzhen Maternal e centro de servico de atendimento a criangas com seus resulta-
dos de cariétipos. As aprovagdes foram obtidas de grupos de revisdes institucionais de cada
local de convocagéao, e todos os participantes deram seu consentimento por escrito. As ida-
des da mae e idades gestacionais nas amostras sanguineas foram registradas. Os 903 ca-
so0s incluiram 2 casos de trissomia do 13, 15 casos de trissomia do 18, 16 casos de trisso-
mia do 21, 3 casos de X0, 2 casos de XXY e 1 caso de XYY. A distribuicao dos resultados
dos cariétipos € demonstrada na figura 9.

Sequenciamento do DNA plasmatico materno

Sangue venoso periférico (5 mL) foi coletado de cada participante gravida em tubos
de EDTA, e centrifugado a 1.600 g/10 minutos durante 4 horas. O plasma foi transferido pa-
ra tubos de microcentrifugacao e centrifugado novamente a 16.000 g/10 minutos, para re-
mover células residuais. O plasma sem células foi armazenado a temperatura de 80°C até a
extragdo do DNA. Cada amostra de plasma foi congelada e descongelada somente uma
vez.

Para sequenciamento genémico paralelo macigo, todo o DNA extraido da quantida-
de de 600 pL do plasma materno foi utilizado para constru¢do do banco de DNA, de acordo
com um protocolo modificado da lllumina. Resumidamente, um reparo nas extremidades de
fragmentos do DNA plasmatico materno foi realizado utilizando T4 DNA polimerase, Kleno-
w™ polimerase e T4 polinucleotideo quinase. Adaptadores disponiveis comercialmente
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(Nlumina) foram ligados aos fragmentos de DNA ap6s a adigdo de residuos A terminais. O
DNA ligado ao adaptador foi entdo adicionalmente ampliado utilizando um PCR de 17 ciclos
com primers multiplos padrées. O kit Agencourt AMPure™ de 60 mL (Beckman) foi utilizado
para a purificagdo dos produtos PCR. A distribuicdo do tamanho dos bancos de sequencia-
mento foi analisada com um kit de DNA 1000 em Bioanalyzer™ 2100 (Agilent) e quantificada
com PCR de tempo real. Os bancos de sequenciamento com indices diferentes foram entéao
reunidos por quantidades semelhantes antes da estacao de agrupamento em lllumina GA
lI™ (sequenciamento de extremidade Unica).

Amostras euploides de 19 homens foram sequenciadas para analise subsequente
da fragdo de DNA fetal. Um novo teste t GC correlacionado foi desenvolvido na invencgéao
para o diagnéstico da trissomia do 13, trissomia do 21, e anormalidades do cromossomo
sexual. Este método foi comparado com outros dois métodos mencionados abaixo sobre o
diagnostico do desempenho.

Exemplo 7. Deteccéo da aneuploidia fetal tal como trissomia do 13, 18 e 21

Para determinar se 0 numero de cépias de um cromossomo dentro de um caso de
um paciente desviou do normal, a profundidade da cobertura de um cromossomo foi compa-
rada com as de todas as outras dos casos de referéncia. Todos os estudos anteriores apre-
sentaram somente uma hipé6tese nula. Uma hipé6tese nula (HO: o feto € eupléide) estipulava
que a profundidade de cobertura média da distribuicdo de casos de pacientes e a profundi-
dade de cobertura média de toda distribuicdo de referéncia normal eram iguais, o0 que signi-
ficava que o paciente era eupldide se essa hipotese nula fosse aceita. Utilizando o teste t de
Student, t1 pode ser calculado pela férmula 12:

tl, ; =(cr; —crAi’j)/sta’j (12)

As outras hipoteses nulas (H1: o feto € aneuploide) estipulavam que a profundidade
de cobertura média da distribuicdo de casos de pacientes com uma fragéo fetal imprecisa
era igual a profundidade de cobertura média da distribuicdo de casos aneuplbidaes com a
mesma fragao fetal, o que significava que esse paciente era aneuploide se essa hipotese
nula fosse aceita. Utilizando o teste t de Student, t2 foi calculado pela formula 13:

2, = (cr,,—cr (1+ fiy, , 1 2)/ std, 13

IT11>3 e It21<3 podem indicar um caso de aneuploidia especialmente quando as
distribuicdes entre os casos de euploidia e aneuploidia forem completamente discriminadas,
embora em outra condi¢do, tal como na precisédo insuficiente ou fragao fetal insuficiente e
assim por diante, It1] pode ser menor do que 3, mas o feto é anormal. T1 e t2 combinados
podem ajudar na obtengdo de uma decisdo mais precisa, logo, foi empregada a proporgéo
de probabilidade logaritmica de t1 e t2 de acordo com a férmula 14:
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L, ; =log(p(tl, ;,degree|D))/log(p(:2

1

.- degreelT)) (14)
onde L;; é a propor¢do de probabilidade logaritmica. Se a propor¢éo for maior que
1, podemos concluir que o feto pode apresentar trissomia.

Porém, em casos de fetos femininos, é dificil avaliar sua fragao fetal, logo € impos-
sivel calcular. Entretanto, pode ser fornecido um Valor de referéncia (RV) de 7%, de acordo
com a distribuicdo empirica da fragao fetal.

Novecentos e trés (903) casos forem pesquisados, dentre eles 866 continham fetos
eupléides, dos quais 300 casos foram selecionados aleatoriamente para a realizagcdo do
teste t correlacionado com GC. Além disso, 2 casos de trissomia do 13, 12 casos de trisso-
mia do 18, 16 casos de trissomia do 21, 4X (consistindo de 3 casos de X0, 1 caso de quime-
ra 45, xo/46, xx (27:23), e 2 casos de XXY e 1 de XYY participaram do estudo. Apéds o ali-
nhamento, foi obtida uma média de 1,7 milh6es de dados (SD = 306185) de leituras alinha-
das unicas por caso, sem erros. Utilizando o teste t de Student correlacionado com GC, da
presente invengao, todos os casos de T13 (2 entre 2) foram identificados com sucesso, en-
quanto 901 entre 901 casos de ndo ocorréncia da trissomia do 13 foram corretamente clas-
sificados (figura 10A). A sensibilidade e especificidade deste teste foram de 100% e 100%
(tabela 1).

Para os casos de trissomia do 18, 12 entre 12 casos de trissomia do 18, e 888 entre
891 casos de nao ocorréncia do trissomia do 18 puderam ser corretamente identificados
(figura 10A). A sensibilidade e especificidade deste teste foram de 100% e 99,66%, respec-
tivamente. Para trissomia do 21, 16 entre 16 casos de trissomia do 21, e 16 entre 16 casos
de ndo ocorréncia da trissomia do 21 puderam ser também corretamente detectados (figura
10A). A sensibilidade e especificidade deste teste foram de 100% e 100% respectivamente.

Exemplo 8. Deteccéo de X0, XXX, XXY, XYY

Consideramos que a detecgao da trissomia para autossomos, e para os disturbios

dos cromossomos sexuais, tais como X0, XXX, XXY e XYY, também pode ser realizada pelo
método da presente invencgao.

Inicialmente, o sexo foi confirmado pela distingdo de sexo. Se um caso foi confir-

A

mado para um feto feminino, o valor de t1 do teste de student tl, , =(cr, y —c7, )/ std,, foi

A
necessario para calculo da detecg@o de XXX ou X0, onde cr, . € std,, s&o os mesmos da

férmula 10; se t1 é maior do que 3,13, esse caso pode ser XXX ou X0. Mas considerando
que a precisao foi limitada pela grande variacdo da profundidade de cobertura para o cro-
mossomo X, foi coletada uma nova amostra de plasma e repetido o experimento para obter
uma decisdo mais precisa quando It1l<5, ou ainda It11>3,13. O valor de It11>5 foi confirmado
como sendo aneupldide nesse caso. Todos os processos de detecgdo partem da premissa
qgue os dados satisfazem o controle de qualidade padréo.
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Se a amostra teste foi confirmada por apresentar fetos masculinos, a fracdo do
DNA fetal foi estimada inicialmente por Y e X. Entretanto, podemos extrapolar a profundida-
de de cobertura ajustada para o cromossomo X com a fragdo de DNA fetal calculada so-
mente pela profundidade de cobertura do cromossomo Y, e t2 pode ser calculado.

t2,=(cr,, — (1= fy,12)-¢r, )/ std, . Se t2 apresenta um valor muito alto (maior do que 5) ou

muito pequeno (menor do que -5), o feto pode ser XXY ou XYY. Além disso, o intervalo en-
tre as fracdes fetais estimadas por X e Y independentemente pode oferecer informacao para
a deteccao de disturbios dos cromossomos sexuais.

Na deteccao de X0, trés de 4 casos de X0 foram detectados, e 0 caso nao foi de-
tectado como um caso de quimera (figura 10B). A sensibilidade e especificidade deste teste
foram de 75% (100% se néo for considerado o caso de quimera) e 99,5% respectivamente.
Para casos de XXY, todos os dois casos foram identificados com sucesso, enquanto 901 de
901 casos de nao XXY foram corretamente classificados (figura 10B) com 100% de sensibi-
lidade 100% de especificidade. Para o caso XYY, foi identificado corretamente (Figura 10B),
e a sensibilidade e especificidade foram de 100% e 100% respectivamente.

Para avaliar se o novo teste da invencao apresenta vantagens quando comparado
com outros dois testes, z-score e z-score com corregao para GC, foram realizados os trés
testes para analisar os 900 casos, com os mesmos 300 casos de referéncia. A precisao de
uma medicao foi expressa no valor da confianga (CV). Em uma pesquisa da invengao, o
valor da confianga (CV) do teste z-score padréao é maior do que o de outros testes de inte-
resse clinico do cromossomo 18 e 21 (figura 11), gerando uma taxa de sensibilidade menor
para a trissomia do 18 e 21 (tabela 1).

Tabela 1. Comparagéao da sensibilidade e especificidade de métodos diferentes

Teste da invengao
Diagno6s- | Teste z-score padrao Teste z-score com | com teste t correla-
tico (# de correcao GC cionado com GC
casos) Sensibilida- | Especifici- Sen- Espec. Sen- Espec.
de (%) dade (%) sib. (%) sib. (%)
(%) (%)
Autosso- | Trissomia
mas 13 (2) 50% 99,89 100% | 100% 100% | 100%
Trissomia
18 (12) 91,67% 100% 100% | 99,89% | 100% | 99,96%
Trissomia | 93,75% 100% 100% | 100% 100% | 100%
21 nao
(16)
heteros- X0 (3 X0, | Nao dispo- | Nao dispo- | Nao Néo dis-
soma 1 quimera | nivel nivel dis- pon. 75% 100%
X0/XX) pon.
XXY (1) Nao dispo- | Nao dispo- | Nao Néo dis-
nivel nivel dis- pon. 100% | 100%
pon.
XXY (2) Nao dispo- | Nao dispo- | Nao Nao dis-
nivel nivel dis- pon. 100% | 100%




10

15

20

25

30

35

25/29

| | pon. | |

Hipdtese binaria Nao disponivel Nao disponivel Nao disponivel

Para o teste z-score com correlacdo GC, o valor de CV do cromossomo 13 é de
0,0066 com 100% de taxa de sensibilidade e 100% de taxa de especificidade. Para o novo
teste t de Student com correlagdo GC discutido na presente invencao, o valor de CV do
cromossomo 13 é de 0,0063, com 100% de taxa de sensibilidade e 100% de taxa de especi-
ficidade. No cromossomo 18, o CV destes dois testes foram de 0,0062 e 0,0066, respecti-
vamente, ambos com taxas de 100% de sensibilidade e 100% e taxas de especificidade de
99,89% e 99,96% respectivamente. O desempenho foi similar quando comparando o CV
destes dois testes para o cromossomo 21: 0,0088 e 0,0072, respectivamente. Ambos apre-
sentaram a mesma taxa de sensibilidade de 100% no estudo de pequenos casos e obtive-
ram a mesma taxa de especificidade de 100%. E estes dois métodos apresentaram um me-
lhor desempenho do que o teste z-score padrdo. O novo teste desenvolvido na invencao
com correcdao GC nao foi somente comparavel ao teste de correcdo GC com bom desempe-
nho, mas também apresentou outra vantagem na deteccao das anormalidades relacionadas
aos cromossomos sexuais, tais como X0, XXY e XYY. Os dados demonstram que quando o
teste de correcdo GC é utilizado, pode ser dificil distinguir o sexo dos fetos pelo desvio de
dados que representam 0s cromossomos sexuais, introduzindo o numero de etiquetas de
sequéncias expressas multiplicado pelo fator peso, dificultando a detec¢do do disturbio do
cromossomo sexual.

Exemplo 9. Desempenho teérico do teste t correlacionado com GC em relacdo ao

tamanho dos dados, semanas de gestacao e fracdo do DNA fetal

A medicao de aneuplbéides permanece um desafio devido a alta concentragao de
DNA materno (Fan et al., Proc Natl Acad Sci USA (2008) 42:16266 — 16271), e uma peque-
na fracdo de DNA fetal é o fator de restricdo mais significativo para deteccao de aneuploidia
através do sequenciamento do genoma paralelo macico (MPGS). Entretanto, nao existe ne-
nhum grande avango na determinagéo clinica da fragdo minima do DNA fetal anterior a de-
tecgao por MPGS, especialmente em fetos femininos, embora as semanas gestacionais se-
jam o unico sinal clinico relacionado a fragdo de DNA fetal. Foi relatado, anteriormente, que
existe uma correlagdo estatisticamente significativa entre a fracado de DNA fetal e a idade
gestacional (Lo, et al., Am. J. Human Genet. (1998) 62: 768-775). No estudo da invencao,
para pesquisar a relacdo entre a fracdo de DNA fetal estimada e a idade gestacional, foi
marcada na figura 12, a fracao de DNA fetal de todos os casos participantes com fetos mas-
culinos (total de 427 casos), calculados pela férmula 10. A fragdo do DNA fetal estimada
para cada amostra esta correlacionada com a idade gestacional (P menor do que 0,0001).
Foi demonstrado também que mesmo na idade gestacional 20, ocorreram 4 entre 65 casos
com fracdo de DNA fetal menor do que 5%, o0 que poderia afetar a precisao da detecgao.
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Para avaliar o método de calculo da fragao fetal, foram selecionados alguns casos distribui-
dos na fracao fetal estimada, e entdo Q-PCR ajudou a calcular outra fracao fetal relativa.
Entao, foi obtida uma curva padrao demonstrando uma forte correlagéo entre eles, e que o
célculo da fracao fetal pelo método da presente invencéao é confiavel.

Entretanto, a profundidade de sequenciamento (o niUmero de leituras totais Unicas)
foi outro fator significativo que afetou a precisédo da detecgdo da aneuploidia empregado no
valor da variacado padrdo. A variagcao padrao para cada cromossomo utilizado no teste rela-
cionado ao GC pode ser fixada de acordo com certo nivel de profundidade de sequencia-
mento, quando o numero de casos de referéncia atinge o valor de 150 (figura 13). Para in-
vestigar como a profundidade de sequenciamento influencia a variacdo padrdo para cada
cromossomo, cento e cinquenta (150) casos foram sequenciados ndo somente no nivel de
1,7 milhdes, mas em outro nivel com o numero total de leituras Unicas atingindo 5 milhdes
(SD = 1,7 milhdes). Dependendo destas duas configuragdes, foi descoberto que a variancia
padrédo é linear com o inverso da raiz quadrada do numero total de leituras Unicas demons-
trada na figura 6.

Para uma determinada fracdo de DNA fetal, podemos estimar o numero total de lei-
turas Unicas, de acordo com o método da presente invengao, para detectar o desvio do nu-
mero de copias do cromossomo do normal, com t1 igual a 3 (figura 14). Isto demonstra que
quanto menor a fragdo de DNA, maior a profundidade de sequenciamento necessaria. Com
a configuragéo de 1,7 milhdes de leituras Unicas, o teste € capaz de detectar fetos com
aneuplodia no cromossomo 13 e X com fracao de DNA fetal maior do que 4,5%, e fetos com
aneuploidia no cromossomo 21 e 18 com mais de 4%; enquanto na configuragdo com refe-
réncia de 5 milhdes, o teste foi capaz de detectar trissomia no cromossomo 18 e 21, ainda
com a fragdo de DNA fetal de cerca de 3%. Para a identificacao de fetos com anormalidades
no cromossomo X, tais como XXX ou X0, com a fracao fetal de cerca de 4%, o numero total
de leituras Unicas necessario nestes casos e nos casos correspondentes deve atingir 5 mi-
lhdes. Se o DNA fetal for menor do que 3,5%, a exigéncia da profundidade de sequencia-
mento ultrapassara 20M. E se a fracao do DNA fetal for menor, a deteccao sera dificil e ndo
confiavel, logo, é proposta outra estratégia, como por exemplo, coletar uma nova amostra do
plasma materno, refazer o experimento e reanalisar os dados quando a gestagao estiver
mais avangada, ou seja, quando a fracdo do DNA se tornar maior com o aumento da idade
gestacional. E essa estratégia também pode ser aplicada em amostras que apresentem uma
pequena fracdo de DNA fetal.

Mesmo que os testes apresentem um bom desempenho, ndo s&o convincentes
sem um grande numero de casos de anormalidades. Para calcular a sensibilidade do méto-
do da presente invengao da correlagao do teste t de student com GC, foi publicada a sensi-
bilidade tedrica considerando diferentes idades gestacionais e diferentes profundidades de
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sequenciamento.
Foi calculada a sensibilidade teérica da aneuploidia através das seguintes etapas.
Primeiro, foi aplicada uma analise da regressao para ajustar o DNA fetal a idade gestacional

fr.=f(gsa,),onde fr, &a média de ajuste da fracdo do DNA fetal em sua idade gestacio-

nal , gsa, e calculo da distribuicdo da fracdo de DNA fetal empregando o célculo da densi-

dade de kernel Gaussian (Birke, (2008) Journal of Statistical Planning and Inference 19:
2851-2862), principalmente em relagéo a fracao do DNA fetal estimada, distribuida em 19 e
20 semanas gestacionais antes de extrapolar a distribuigcdo da fracao de DNA fetal nas ou-
tras semanas, de acordo com a relagéao entre a fragdo de DNA fetal e a idade gestacional

pAdi(x) ZK( )+(f frio ¥ fz‘)) onde pd é a densidade da probabilidade ajus-

tada da fracdo de DNA fetal em sua idade gestacional , onde X é a data de 19 e 20 semanas
gestacionais (figura 12). Segundo, foi calculada a variancia padrao de acordo com os nime-

ros de leituras gestacionais Unicas, conforme mencionado anteriormente & = f (tugn), onde
tugn é o nuamero total de leituras Unicas. Finalmente, para calcular a sensibilidade em cada

idade gestacional em certo nivel de profundidade de sequenciamento, foi computada a den-
sidade da probabilidade do falso negativo em cada fracao do DNA fetal (na presente inven-
cao, com flutuacéao da fracao de DNA fetal normalmente distribuida), e entdao com a sua in-
tegracao para obter uma taxa de falso negativo (FNR) em uma idade gestacional com todos

os niveis de fracdo de DNA fetal FNR( fr,week)=jo1 pd(fr) j:/"":3exp(x— )2 12- 02 dxdfr,

onde j é o cromossomo j. A sensibilidade teérica em certa profundidade de sequenciamento
nesta idade gestacional é facilmente calculada como 1-FNR. As figuras 15-21 demonstraram
as marcagdes dos resultados dos calculos. O teste t de Student maior do que 3 foi configu-
rado para identificar fetos femininos aneuploéides, enquanto para os fetos masculinos, duran-
te a computacao da densidade da probabilidade de falso negativo em cada fragao, um loga-
ritmo maior do que 1 foi empregado como o valor critico, conforme mencionado na hipotese
binaria, ajudando na obtencao de uma alta sensibilidade em comparacao com os fetos femi-
ninos.

Entretanto, nossa concluséao é relativamente conservadora pelo fato de que é dificil
obter uma distribuicdo aproximada a distribuicdo real da fracdo de DNA fetal juntamente
com a idade gestacional, especialmente no inicio da gestagdo com escala menor da amos-
tra.
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REIVINDICACOES

1. Método implementado por computador para determinar uma anormalidade

genética fetal a qual € uma aneuploidia cromossémica, CARACTERIZADO pelo fato de que
compreende:

(a) obtencdo de informacdo de sequéncia de fragmentos de polinucleotideos
multiplos de uma amostra, a dita amostra sendo uma amostra de sangue periférico derivada
de uma fémea gravida e contendo DNA materno e fetal;

(b) atribuir os ditos fragmentos aos cromossomos baseado na dita informagéo de
sequéncia, pela comparacéo dos ditos fragmentos com as Leituras Unicas de Referéncia do
mesmo tamanho para cada um dos ditos cromossomos, em que as Leituras Unicas de
Referéncia sdo fragmentos de um cromossomo que tem uma sequéncia Unica que pode ser
inequivocamente atribuida a uma unica localizagdo cromossémica com base em uma
sequéncia gendmica de referéncia;

(c) determinar a profundidade da cobertura e do conteudo de GC de um cromossomo
com base na informagao de sequéncia para os fragmentos que foram atribuidos a Leituras
Unicas de Referéncia do dito cromossomo na etapa (b),

em que a profundidade de cobertura é a razdo entre o0 niumero de fragmentos
atribuidos unicamente ao dito cromossomo e o nimero de Leituras Unicas de Referéncia para
o dito cromossomo do mesmo tamanho de fragmento com base na dita sequéncia genémica
humana de referéncia;

(d) determinar a profundidade de cobertura ajustada do dito cromossomo utilizando
o referido conteido de GC do dito cromossomo e estabelecer uma relagdo entre a
profundidade de cobertura e o conteudo de GC do dito cromossomo na auséncia de
aneuploidia, em que a dita relacdo estabelecida foi determinada por um método que
compreende as etapas de:

(i) obtengao de informagao de sequéncia de multiplos fragmentos polinucleotidicos
cobrindo o dito cromossomo a partir de uma pluralidade de amostras de sangue periférico
euploide contendo DNA genbémico, em que o tamanho do fragmento € o mesmo que o
tamanho do fragmento dos fragmentos de polinucleotideos multiplos da etapa (a) acima;

(i) atribuir os ditos fragmentos a cromossomos com base na dita informacgao de
sequéncia como na etapa (b) acima;

(iii) determinar a profundidade de cobertura e o conteudo de GC do dito cromossomo
com base na dita informagado de sequéncia para cada amostra eupldide como na etapa (c)
acima; e

(iv) usar a profundidade de cobertura e o conteido de GC determinado para cada
amostra na etapa (iii) para determinar a relagdo entre a profundidade de cobertura e o

conteudo de GC do dito cromossomo na auséncia de aneuploidia; e
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(e) comparar a dita profundidade de cobertura ajustada com a profundidade de
cobertura do dito cromossomo determinado na etapa (c), em que uma diferenca entre eles
indica aneuploidia cromossémica fetal.

2. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de que a
etapa (a) compreende ainda a obtencao de informagao de sequéncia de multiplos fragmentos
polinucleotidicos de mudltiplas amostras diferentes e a profundidade de cobertura é
normalizada para se levar em conta as diferengas no niumero total de sequéncias lidas obtidas
para amostras diferentes, por exemplo contra a profundidade média de cobertura de outro
cromossomo, de preferéncia contra a profundidade média de cobertura de todos os outros
autossomos ou contra a profundidade média de cobertura de todos os outros cromossomos.

3. Método, de acordo com a reivindicagao 1 ou 2, CARACTERIZADO pelo fato de
que o contetdo de GC do cromossomo é determinado como o contelido médio de GC de
todos os fragmentos que atribuem ao dito cromossomo para o propdsito da etapa (c).

4. Método, de acordo com a reivindicacdo 2, CARACTERIZADO pelo fato de que

compreende ainda determinar o sexo fetal, por exemplo de acordo com a férmula:

logit(p,) = In(; P y= B+ Bera,, + pera,
=7 _ :

emque cra,, e cr.a,, séo a profundidade de cobertura relativa dos cromossomos

X e Y da amostra i, respectivamente.

5. Método, de acordo com a reivindicagcdo 2, CARACTERIZADO pelo fato de que
compreende ainda estimar a fragdo fetal, em que a fragio fetal é calculada com base na
profundidade de cobertura do cromossomo X e/ou Y, determinada conforme definido na etapa

(c) da reivindicagao 1, de acordo com uma férmula selecionada de:

(i) Sy, =(ery _C"}__};f)/(c"}__m —Cliyr)
em que criy € a profundidade de cobertura do cromossomo Y da amostra j,

iy = f(GC”'f) ¢é a profundidade de cobertura ajustada calculada a partir da relagao entre a

profundidade de cobertura do cromossomo Y e o conteido de GC correspondente de
(:I;_}}n = f(GCf_}}n)

profundidade de cobertura ajustada calculada a partir da relagado entre a profundidade de

amostras de mulheres gravidas com um feto feminino, e se refere a
cobertura do cromossomo Y e o conteudo de GC correspondente de individuos do sexo

masculino; ou

(i) S, =(cry —CJ;___‘_T)/ CT, o —CTy x7)
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em que crix € a profundidade de cobertura do cromossomo X da amostra |,

criyy = F(GCy) é a profundidade de cobertura ajustada calculada a partir da relagao entre a

profundidade de cobertura do cromossomo X e o conteido de GC correspondente de

=f(GC

or - .
1) se refere a

amostras de mulheres gravidas com um feto feminino, "
profundidade de cobertura ajustada calculada a partir da relagcao entre a profundidade de
cobertura do cromossomo X e o conteudo de GC correspondente de amostras de individuos

do sexo masculino; ou

&0 x )

i, ¥in

G- (A=) 46 =Tix)”  (@-(1-8)+0n

P = G A2 +Gpaef (6, (=0 +(5,, )

)
(|||) I.m ,
c"r,:jf = f(GC',:Af)
da relagdo entre a profundidade de cobertura do cromossomo X e o conteudo de GC

(:"‘::}f = f(GC::}f)

se refere a profundidade de cobertura ajustada calculada a partir da relagdo entre a

em que é a profundidade de cobertura ajustada calculada a partir

correspondente de amostras de mulheres gravidas com um feto feminino,

profundidade de cobertura do cromossomo Y e o conteido de GC correspondente de
é‘l;..\}n . f(GCr..\'m)

profundidade de cobertura ajustada calculada a partir da relagcao entre a profundidade de

amostras de mulheres gravidas com um feto feminino, se refere a

cobertura do cromossomo X e o conteudo de GC correspondente de amostras de individuos
= f(GCr_}‘m)

calculada a partir da relagdo entre a profundidade de cobertura do cromossomo Y e o

do sexo masculino, e C, s se refere a profundidade de cobertura ajustada
conteudo de GC correspondente de individuos do sexo masculino.

6. Método, de acordo com a reivindicagdo 2, CARACTERIZADO pelo fato de que a
comparagao da dita profundidade de cobertura ajustada com a profundidade de cobertura do
cromossomo determinada na etapa (c) € conduzida por um teste de hipétese estatistica, em
que uma hipotese é de que o feto seja euploide (HO) e a outra hipétese € que o feto exiba
aneuploidia para o dito cromossomo (H1).

7. Método, de acordo com a reivindicacdo 6, CARACTERIZADO pelo fato de que o
teste estatistico t de Student é calculado para ambas as hipoteses.

8. Método, de acordo com a reivindicacdo 7, CARACTERIZADO pelo fato de que o

teste estatistico t de Student é calculado para HO e H1 de acordo com as formulas:
tl. =(cr . —cr )/ std .
[ 1.J 1.J /e
2, =(;, -1, (+ v, /2) /std,

respectivamente, em que /% é a fracdo fetal,

i € o indice de amostra,
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j € 0 numero do cromossomo,
er;, =f(GC‘,_J..)+a,_J..,j =12,---,22. XY

em que f(GC;;) representa a fungao para a relagcéo entre a profundidade de cobertura
normalizada e o conteudo de GC correspondente da amostra i, cromossomo j, &;jrepresenta

o residuo da amostra i, cromossomo j,
CI;__; — f(GC;J)‘J = ]ezs' Y 22‘_.5.-‘_}‘ ,

e representa a profundidade de cobertura ajustada, e

stdj é a variagédo padrao de acordo com a formula:

sm’j = \/Z(cr;:j —c;r;':j)z (ns—-1),;=12,..,22,X,Y

em que ns representa o numero de amostras de referéncia.

9. Método, de acordo com a reivindicacdo 8, CARACTERIZADO pelo fato de que a
propor¢ao da probabilidade logaritmica de t1 e t2 é calculada de acordo com a féormula:
L, ; =log(p(tl, ;,degree| D))/ log(p(¢2, ;,degree[T)), em que Ly € a proporcédo da
probabilidade logaritmica, em que degree se refere ao nivel da distribuigéo t, D se refere a

- *) k—
Diploidia, T se refere a Trissomia, e p(tl,_)..,deg1ee| ).*=D.T

representa a densidade de
probabilidade condicional fornecida a um nivel de distribuicio t, se a propor¢ao for maior que
1, o feto sendo inferido para exibir trissomia do dito cromossomo.

10. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 9,
CARACTERIZADO pelo fato de que é para uso na determinagdo de uma aneuploidia
autossbémica fetal.

11. Método, de acordo com a reivindicacdo 10, CARACTERIZADO pelo fato de que
a aneuploidia fetal é selecionada do grupo que consiste nas trissomias 13, 18 e 21.

12. Método, de acordo com a reivindicagao 4, CARACTERIZADO pelo fato de que é
para uso na determinacdo de uma aneuploidia do cromossomo sexual, tal como uma
aneuploidia do cromossomo sexual selecionada do grupo que consiste em XO, XXX, XXY e

XYY.
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