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

La presente invencién se define mediante las reivindicaciones. La tecnologia proporcionada en el presente documento
se refiere en parte a métodos, procesos y maquinas para la evaluacién no invasiva de variaciones genéticas.

Antecedentes

La informacion genética de organismos vivos (por ejemplo, animales, plantas y microorganismos) y otras formas de
informacién genética de replicacién (por ejemplo, virus) esta codificada en acido desoxirribonucleico (ADN) o acido
ribonucleico (ARN). La informacién genética es una sucesién de nucleétidos o nucleétidos modificados que representan la
estructura principal de los acidos nucleicos quimicos o hipotéticos. En seres humanos, el genoma completo contiene
aproximadamente 30.000 genes localizados en veinticuatro (24) cromosomas (véase The Human Genome, T. Strachan,
BIOS Scientific Publishers, 1992). Cada gen codifica una proteina especifica que, después de la expresion a través de
transcripcién y traduccién, cumple una funcién bioquimica especifica dentro de una célula viva.

Muchas afecciones médicas estan provocadas por una o mas variaciones genéticas. Determinadas variaciones
genéticas provocan afecciones médicas que incluyen, por ejemplo, hemofilia, talasemia, distrofia muscular de
Duchenne (DMD), enfermedad de Huntington (EH), enfermedad de Alzheimer y fibrosis quistica (FQ) (Human
Genome Mutations, D. N. Cooper y M. Krawczak, BIOS Publishers, 1993). Tales enfermedades genéticas pueden
resultar de una adicién, sustitucion o delecién de un solo nucleétido en el ADN de un gen particular. Determinados
defectos congénitos estan provocados por una anomalia cromosémica, denominada ademas aneuploidia, tal como
trisomia 21 (sindrome de Down), trisomia 13 (sindrome de Patau), trisomia 18 (sindrome de Edward), monosomia
X (sindrome de Turner) y determinadas aneuploidias en cromosomas sexuales, tales como sindrome de Klinefelter
(XXY), por ejemplo. Otra variacion genética es el sexo del feto, que puede determinarse a menudo basandose en
los cromosomas sexuales X e Y. Algunas variaciones genéticas pueden predisponer a un individuo a, o provocar,
cualquiera de varias enfermedades tales como, por ejemplo, diabetes, arteriosclerosis, obesidad, diversas
enfermedades autoinmunitarias y cancer (por ejemplo, colorrectal, de mama, de ovario, de pulmén).

La identificacién de una o mas varianzas o variaciones genéticas puede conducir al diagnostico de, o determinar la
predisposicion a, una afeccion médica particular. La identificacion de una varianza genética puede dar como resultado
que se facilite una decision médica y/o se emplee un procedimiento médico Util. En determinadas implementaciones, la
identificacién de una o mas varianzas o variaciones genéticas implica el analisis del ADN libre de células. EI ADN libre de
células (ADNIc) se compone de fragmentos de ADN que se originan a partir de la muerte celular y circulan en la sangre
periférica. Las altas concentraciones de ADNIc pueden ser indicativas de determinadas afecciones clinicas, tales como
cancer, traumatismo, quemaduras, infarto de miocardio, accidente cerebrovascular, septicemia, infeccion y otras
enfermedades. Adicionalmente, el ADN fetal libre de células (ADNflc) puede detectarse en el torrente sanguineo materno
y usarse para diversos diagnésticos prenatales no invasivos. Por ejemplo, el documento US 2010/216153 se refiere en
general a métodos para detectar acidos nucleicos fetales y métodos para diagnosticar anomalias fetales.

Resumen

La presente invencion se define mediante las reivindicaciones. En consecuencia, la presente invencién se refiere a un
método para determinar la presencia o ausencia de una trisomia cromosémica, que comprende: (a) obtener recuentos
de lecturas de secuencia mapeadas en porciones de un genoma de referencia, lecturas de secuencia que son lecturas
de acido nucleico circulante libre de células de una muestra de prueba de una mujer embarazada; (b) generar una
regresion para (i) los recuentos y (ii) el contenido de guanina y citosina (GC), para cada una de las porciones del
genoma de referencia de la muestra de prueba; (c) evaluar la bondad de ajuste de los recuentos y del contenido de
GC a una regresion no lineal o una regresion lineal, que comprende determinar un coeficiente de correlacion de la
regresion generada en (b), generando de esta manera una evaluacion, en donde la evaluacién se determina segun el
coeficiente de correlacién y un valor de corte del coeficiente de correlacion, en donde: (i) el coeficiente de correlacion
es igual o superior al valor de corte del coeficiente de correlacién y la evaluacion es indicativa de una regresion lineal,
o (ii) el coeficiente de correlacion es inferior al valor de corte del coeficiente de correlacién y la evaluacion es indicativa
de una regresién no lineal; d) normalizar los recuentos mediante un proceso seleccionado segun la evaluacion, que
comprende: (i) en los casos donde la evaluacion sea indicativa de una regresion lineal, restar la regresién lineal de los
recuentos, o (ii) en los casos donde la evaluacion es indicativa de una regresién no lineal, restar la regresion no lineal
a los recuentos, generando de esta manera recuentos normalizados con sesgo de GC reducido; y (e) determinar la
presencia o0 ausencia de una trisomia cromosémica segun los recuentos normalizados.

También se proporcionan en el presente documento, en determinados aspectos, métodos para analizar el acido
nucleico de una mujer embarazada con sesgo reducido, que comprenden (a) obtener recuentos de lecturas de
secuencia mapeadas en porciones de un genoma de un genoma de referencia, lecturas de secuencia que son lecturas
de acido nucleico circulante libre de células de una muestra de prueba, (b) generar una regresién para (i) los recuentos
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y (ii) el contenido de guanina y citosina (GC) para cada una de las porciones del genoma de referencia de la muestra
de prueba, (c) determinar un coeficiente de correlacion de la regresién y comparar el coeficiente de correlacién con un
valor de corte del coeficiente de correlacion, generando de esta manera una comparacion, (d) normalizar los recuentos
mediante un proceso seleccionado segun la comparacién, generando de esta manera recuentos normalizados con
sesgo reducido y (e) analizar el acido nucleico de la mujer embarazada segun los recuentos normalizados. En algunas
implementaciones, una o mas, o la totalidad, de las etapas (a), (b), (c), (d) y (e) son realizadas por un procesador, un
microprocesador, un ordenador, junto con una memoria y/o por un aparato controlado por microprocesador.

También se proporciona en el presente documento, en determinados aspectos, un método para analizar el acido nucleico
de una mujer embarazada con sesgo reducido, que comprende (a) obtener recuentos de lecturas de secuencia mapeadas
en porciones de un genoma de referencia, lecturas de secuencia que son lecturas de acido nucleico circulante libre de
células de una muestra de prueba, (b) generar una regresioén para (i) los recuentos y (ii) el contenido de guanina y citosina
(GC), para cada una de las porciones del genoma de referencia de la muestra de prueba, (c) evaluar la bondad de ajuste de
los recuentos y del contenido de GC a una regresion no lineal o una regresion lineal, generando de esta manera una
evaluacion, (d) normalizar los recuentos mediante un proceso seleccionado segln la evaluacién, generando de esta manera
recuentos normalizados con sesgo reducido y (e) analizar el acido nucleico de la mujer embarazada segun los recuentos
normalizados. En determinados aspectos, la regresion de (b) es una regresion lineal y la normalizacion de (d) comprende,
en los casos donde la evaluacién es indicativa de una regresion lineal, restar la regresion lineal de los recuentos.

En determinados aspectos, la normalizacién de (d) comprende, en los casos donde la evaluacién es indicativa de una
regresion no lineal, generar una regresion no lineal para (i) los recuentos y (i) el contenido de guanina y citosina (GC), para
cada una de las porciones del genoma de referencia de la muestra de prueba, y restar la regresion no lineal de los recuentos.
En determinados aspectos, el método comprende, antes de (a), (i) determinar un valor de incertidumbre para los recuentos
mapeados de cada una de las porciones para multiples muestras de prueba y (i) seleccionar un subconjunto de porciones
que tengan un valor de incertidumbre dentro de rango de valores de incertidumbre predeterminado, reteniendo de esta
manera las porciones seleccionadas, donde (a) a (c) se realizan utilizando las porciones seleccionadas. En algunas
implementaciones, una o0 mas, o la totalidad, de las etapas (a), (b), (c), (d) y (e) son realizadas por un procesador, un
microprocesador, un ordenador, junto con una memoria y/o por un aparato controlado por un microprocesador.

También se proporciona en el presente documento un sistema que comprende uno o mas procesadores y una
memoria, memoria que comprende instrucciones ejecutables por uno o mas procesadores y memoria que comprende
recuentos de lecturas de secuencia de acidos nucleicos mapeadas en porciones de un genoma de referencia, lecturas
de secuencia que son lecturas de acido nucleico circulante libre de células de una mujer embarazada, y cuyas
instrucciones ejecutables por uno 0 mas procesadores estan configuradas para (a) generar una regresion para (i) los
recuentos y (ii) el contenido de guanina y citosina (GC), para cada una de las porciones del genoma de referencia de
la muestra de prueba, (b) evaluar la bondad de ajuste de los recuentos y del contenido de GC a una regresion no lineal
0 una regresion lineal, generando de esta manera una evaluacion, (c) normalizar los recuentos mediante un proceso
seleccionado segln la evaluacion, generando de esta manera recuentos normalizados con sesgo reducido y (d)
analizar el acido nucleico de la mujer embarazada segln los recuentos normalizados.

En el presente documento, en determinados aspectos, se proporciona un método para calcular con sesgo reducido
los niveles de seccién gendmica para una muestra de prueba, que comprende (a) obtener recuentos de lecturas de
secuencia mapeadas en porciones de un genoma de referencia, lecturas de secuencia que son lecturas de acido
nucleico circulante libre de células de una muestra de prueba, (b) determinar una o mas estimaciones de la curvatura
para la muestra de prueba a partir de una relaciéon ajustada entre (i) los recuentos de las lecturas de secuencia
mapeadas en las porciones del genoma de referencia, y (ii) una caracteristica de mapeo para las porciones del
genoma de referencia y (c) calcular un nivel de seccién genémica normalizado de cada una de las porciones del
genoma de referencia para la muestra de prueba segun (1) los recuentos de las lecturas de secuencia mapeadas
en cada una de las porciones del genoma de referencia para la muestra de prueba, (2) la una o mas estimaciones
de la curvatura determinadas en (b) para la muestra de prueba, y (3) una o mas estimaciones de la curvatura
especificas de la porcion de cada una de las multiples porciones del genoma de referencia de una relacion ajustada
entre (i) una o méas estimaciones de la curvatura especificas de la muestra para una pluralidad de muestras, y (ii)
los recuentos de las lecturas de secuencia mapeadas en cada una de las porciones del genoma de referencia para
la pluralidad de muestras, proporcionando de esta manera niveles de seccion gendémica calculados donde se reduce
el sesgo en los recuentos de las lecturas de secuencia mapeadas en cada una de las porciones del genoma de
referencia de los niveles de seccién genémica calculados. En algunas implementaciones, una o mas estimaciones
de la curvatura especificas de la muestra de (c)(3) se obtienen a partir de una relacién ajustada entre (i) los
recuentos de las lecturas de secuencia mapeadas en las porciones del genoma de referencia, y (ii) la caracteristica
de mapeo para cada una de las porciones del genoma de referencia, para cada una de la pluralidad de muestras.
En determinadas implementaciones, la caracteristica de mapeo es el contenido de guanina-citosina (GC) de cada
una de las porciones del genoma de referencia. En algunas implementaciones, la relacion ajustada entre (i) los
recuentos de las lecturas de secuencia mapeadas en las porciones del genoma de referencia, y (ii) la caracteristica
de mapeo para cada una de las porciones del genoma de referencia, resulta del ajuste a una funcién seleccionada
de una funcién polinomial; una funcion racional; una funcién trascendental; una combinacion lineal de funciones
exponenciales; una funcién exponencial de un polinomio; un producto de una funcién exponencialmente decreciente
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y una funcion logaritmica; un producto de una funcién exponencialmente decreciente y un polinomio; una funcion
trigonométrica; una combinacion lineal de funciones trigpnométricas; o combinacion de las anteriores.

También se proporciona en el presente documento un sistema que comprende uno 0 mas microprocesadores y una
memoria, memoria que comprende instrucciones ejecutables por uno o mas microprocesadores y memoria que
comprende recuentos de lecturas de secuencia mapeadas en porciones de un genoma de referencia, lecturas de
secuencia que son lecturas de acido nucleico circulante libre de células de una muestra de prueba y cuyas
instrucciones ejecutables por uno o mas microprocesadores estan configuradas para (a) determinar una o mas
estimaciones de la curvatura para la muestra de prueba a partir de una relacion ajustada entre (i) los recuentos de
las lecturas de secuencia mapeadas en las porciones del genoma de referencia, y (ii) una caracteristica de mapeo
para las porciones del genoma de referencia y (b) calcular un nivel de seccién genémica normalizado de cada una
de las porciones del genoma de referencia para la muestra de prueba segun (1) los recuentos las lecturas de
secuencia mapeadas en cada una de las porciones del genoma de referencia para la muestra de prueba, (2) la una
0 mas estimaciones de la curvatura determinadas en (b) para la muestra de prueba, y (3) una o mas estimaciones
de la curvatura especificas de la porcion de cada una de las multiples porciones del genoma de referencia a partir
de una relacién ajustada entre (i) una o mas estimaciones de la curvatura especificas de la muestra para una
pluralidad de muestras, y (ii) los recuentos de las lecturas de secuencia mapeadas en cada una de las porciones
del genoma de referencia para la pluralidad de muestras, configuradas de ese modo para proporcionar niveles de
seccion gendmica calculados, donde el sesgo en los recuentos de las lecturas de secuencia mapeadas en cada
una de las porciones del el genoma de referencia se reduce en los niveles de seccién genémica calculados.

En el presente documento, también se proporciona un método para calcular con sesgo reducido los niveles de seccion
gendmica para una muestra de prueba, que comprende (a) obtener recuentos de lecturas de secuencia mapeadas en
porciones de un genoma de referencia, lecturas de secuencia que son lecturas de acido nucleico circulante libre de
células de una muestra de prueba, (b) determinar una o mas estimaciones de la linealidad para la muestra de prueba
a partir de una relacion ajustada entre (i) los recuentos de las lecturas de secuencia mapeadas en las porciones del
genoma de referencia, y (ii) una caracteristica de mapeo para las porciones del genoma de referencia y (c) calcular
un nivel de seccion genémica normalizado de cada una de las porciones del genoma de referencia para la muestra de
prueba segun (1) los recuentos de las lecturas de secuencia mapeadas en cada una de las porciones del genoma de
referencia para la muestra de prueba, (2) la una o0 mas estimaciones de la curvatura determinadas en (b) para la
muestra de prueba, y (3) una o mas estimaciones de la linealidad especificas de la porcion de cada una de las mdltiples
porciones del genoma de referencia de una relacion ajustada entre (i) una o mas estimaciones de la linealidad
especificas de la muestra para una pluralidad de muestras, y (ii) los recuentos de las lecturas de secuencia mapeadas
en cada una de las porciones del genoma de referencia para la pluralidad de muestras, proporcionando de esta manera
niveles de seccion gendmica calculados donde se reduce el sesgo en los recuentos de las lecturas de secuencia
mapeadas en cada una de las porciones del genoma de referencia de los niveles de seccion genémica calculados.

Determinados aspectos de la tecnologia se describen adicionalmente en la siguiente descripcion, los ejemplos, las
reivindicaciones y figuras.

Breve descripcion de los dibujos

Las figuras ilustran determinadas realizaciones de la tecnologia y no son limitativas. Para mayor claridad y facilidad
de ilustracion, las figuras no se trazan a escala y, en algunos casos, diversos aspectos pueden mostrarse
exagerados o ampliados para facilitar una comprension de realizaciones particulares.

La FIG. 1 muestra una distribuciéon de los valores de DAM por seccién gendomica, derivada de 1093 muestras
euploides (por ejemplo, mujeres gestantes con un feto euploide) del estudio LDTv2CE. No se realiz6 escalado
segln una escala a los recuentos totales. Los triangulos rellenos del eje x indican los valores de corte superior e
inferior a partir de los cuales se rechazaron las secciones gendmicas.

La FIG. 2 muestra una correlacién entre los recuentos sin procesar por seccién gendémica (eje x) y el contenido de
GC por seccién gendmica (eje y) antes de aplicar la correccion LOESS aditiva. La variacion de los recuentos con
contenido de GC no es lineal, con un R? < 0,6.

La FIG. 3 muestra los recuentos normalizados por seccién genomica (eje y) en funcién del contenido de GC por
seccion genomica (eje x) después de aplicar la correccién LOESS aditiva.

La FIG. 4 muestra una correlacién entre los recuentos sin procesar por seccién genémica (eje x) y el contenido de
GC por seccidn genémica (eje y) antes de aplicar la correccion de GC basada en una regresion lineal. La variacion
de los recuentos con el contenido de GC es predominantemente lineal, con un R? > 0,6.

La FIG. 5 muestra los recuentos normalizados por seccion genémica (eje y) en funcion del contenido de GC por
seccion genomica (eje x) después de aplicar la correccion lineal aditiva. Los valores negativos se consideran
artefactos que finalmente se reemplazan por ceros.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2939547 T3

La FIG. 6 muestra las puntuaciones Z21 segin PERUN LDTv2CE (eje y) en funcidn de la fraccion fetal (FQA-FF) (eje x).

La FIG. 7 muestra las puntuaciones de Z21 corregidas para el GC hibridas aditivas de LDTv2CE (eje y) en funcion
de la fraccion fetal (FQA-FF) (eje x).

La FIG. 8 muestra las puntuaciones Z18 mediante PERUN de precision clinica (eje y) en funcion de la fraccién fetal
(FQA-FF) (eje x).

La FIG. 9 muestra las puntuaciones de Z18 hibridas aditivas de precision clinica (eje y) en funcion de la fraccion
fetal (FQA-FF) (eje x).

La FIG. 10 muestra las puntuaciones Z13 mediante PERUN de validacion CLIA (eje y) en funcion de la fraccion
fetal (FQA-FF) (eje x).

La FIG. 11 muestra las puntuaciones de Z13 hibridas aditivas de validacién CLIA (eje y) en funcién de la fraccion
fetal (FQA-FF) (eje x).

La FIG. 12 muestra las puntuaciones Z21 mediante PERUN (eje y) en funcion de la fraccion fetal (FQA-FF) (eje x).
La FIG. 13 muestra las puntuaciones de Z21 hibridas aditivas (eje y) en funcion de la fraccion fetal (FQA-FF) (eje x).

La FIG. 14 muestra una comparacion de las puntuaciones Z normalizadas mediante PERUN (eje x) en funcién de las
puntuaciones Z normalizadas mediante un método hibrido aditivo (eje y) para el cromosoma 21 de muestras de LDTv2CE.

La FIG. 15 muestra una comparacion de puntuaciones Z normalizadas mediante PERUN (eje x) en funcién de las
puntuaciones Z normalizadas mediante un método hibrido aditivo (eje y) para el cromosoma 21 para muestras de
precision clinica.

La FIG. 16 muestra una comparacion de las puntuaciones Z normalizadas mediante PERUN (eje x) en funcion de
las puntuaciones Z normalizadas mediante un método hibrido aditivo (eje y) para el cromosoma 21 para muestras
de validacion CLIA.

La FIG. 17 muestra una realizacién ilustrativa de un sistema en el que pueden implementarse determinadas
realizaciones de la tecnologia.

La FIG. 18 muestra una correlacion entre los coeficientes lineales y cuadraticos observados extraidos de mdltiples
datos de muestra.

Descripcion detallada

En el presente documento, se proporcionan métodos para determinar la presencia o ausencia de una variacion
genética fetal (por ejemplo, una aneuploidia cromosémica) en un feto donde se realiza una determinacién, en parte
y/o en su totalidad, segun las secuencias de acido nucleico. En algunas implementaciones, las secuencias de acido
nucleico se obtienen de una muestra obtenida de una mujer embarazada (por ejemplo, de la sangre de una mujer
embarazada). También se proporcionan en el presente documento métodos mejorados de manipulacion de datos,
asi como sistemas, aparatos, maquinas y modulos que, en algunas implementaciones, llevan a cabo los métodos
descritos en el presente documento. En algunas implementaciones, identificar una variacion genética mediante un
método descrito en el presente documento puede conducir a un diagndstico de, o a determinar una predisposicién
a, una afeccion médica particular. La identificacion de una varianza genética puede dar como resultado que se
facilite una decisién médica y/o se emplee un procedimiento médico util.

Muestras

En el presente documento se proporcionan métodos y composiciones para analizar acido nucleico. En algunas
implementaciones, se analizan los fragmentos de acido nucleico en una mezcla de fragmentos de &acido nucleico.
Una mezcla de acidos nucleicos puede comprender dos 0 mas especies de fragmento de acido nucleico que tienen
secuencias de nuclettidos diferentes, longitudes de fragmento diferentes, origenes diferentes (por ejemplo,
origenes gendmicos, origenes fetales frente a maternos, origenes celulares o tisulares, origenes de muestra,
origenes de sujeto, y similares), o combinaciones de los mismos.

El acido nucleico o una mezcla de acido nucleico usados en los métodos, maquinas y/o aparatos descritos en el presente
documento se suele aislar de una muestra obtenida de un sujeto. Un sujeto puede ser cualquier organismo vivo o no vivo
incluyendo, pero sin limitarse a, un ser humano, un animal no humano, una planta, una bacteria, un hongo o un protista.
Puede seleccionarse cualquier animal humano o no humano incluyendo, pero sin limitarse a, mamifero, reptil, ave, anfibio,
pez, ungulado, rumiante, bovino (por ejemplo, ganado vacuno), equino (por ejemplo, caballo), caprino y ovino (por
ejemplo, oveja, cabra), porcino (por ejemplo, cerdo), camélido (por ejemplo, camello, llama, alpaca), mono, simio (por
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ejemplo, gorila, chimpancé), ursido (por ejemplo, 0so), ave de corral, perro, gato, ratén, rata, pescado, delfin, ballena y
tiburén. Un sujeto puede ser un hombre o una mujer (por ejemplo, una mujer, una mujer embarazada). Un sujeto puede
tener cualquier edad (por ejemplo, un embrién, un feto, un bebé, un nifo, un adulto).

El acido nucleico puede aislarse de cualquier tipo de espécimen o muestra biolégica adecuada (por ejemplo, una muestra
de prueba). Una muestra o muestra de prueba puede ser cualquier espécimen que se aisle u obtenga de un sujeto o parte
del mismo (por ejemplo, un sujeto humano, una mujer embarazada, un feto). Los ejemplos no limitativos de especimenes
incluyen fluidos o tejidos de un sujeto, incluyendo, sin limitacién, sangre o un producto sanguineo (por ejemplo, suero, plasma
o similares), sangre de corddn umbilical, vellosidades coridnicas, liquido amniético, liquido cefalorraquideo, liquido medular,
liquido de lavado (por ejemplo, broncoalveolar, gastrico, peritoneal, ductal, 6tico, artroscopico), muestra de biopsia (por
ejemplo, de embrién preimplantado), muestra de celocentesis, células (células sanguineas, células placentarias, células
embrionarias o fetales, células nucleadas fetales o restos celulares fetales) o partes de las mismas (por ejemplo,
mitocondriales, nucleos, extractos o similares), lavados del aparato genital femenino, orina, heces, esputo, saliva, mucosa
nasal, fluido prostatico, lavados, semen, fluido linfatico, bilis, lagrimas, sudor, leche materna, fluido mamario, similares o
combinaciones de los mismos. En algunas implementaciones, una muestra biolégica es un hisopo cervicouterino de un
sujeto. En algunas implementaciones, una muestra biolégica puede ser sangre y, algunas veces, plasma o suero. El término
“sangre”, como se usa en el presente documento, se refiere a una muestra o preparacion de sangre de una mujer
embarazada o una muijer a la que se le esta realizando una prueba de posible embarazo. El término abarca sangre completa,
hemoderivados o cualquier fraccion de sangre, como suero, plasma, capa leucocitaria o similares, segin se define
convencionalmente. La sangre o fracciones de la misma comprenden a menudo nucleosomas (por ejemplo, nucleosomas
maternos y/o fetales). Los nucleosomas comprenden acidos nucleicos y, algunas veces, son sin células o intracelulares. La
sangre comprende ademas capas leucociticas. Algunas veces, las capas leucociticas se aislan utilizando un gradiente de
Ficoll. Las capas leucocitarias pueden comprender glébulos blancos (por ejemplo, leucocitos, linfocitos T, linfocitos B,
plaquetas y similares). En determinadas implementaciones, las capas leucocitarias comprenden acido nucleico materno y/o
fetal. Plasma sanguineo se refiere a la fraccion de sangre completa que resulta de la centrifugacién de sangre tratada con
anticoagulantes. Suero sanguineo se refiere a la porcion acuosa del fluido que queda después de que se ha coagulado una
muestra de sangre. A menudo, se recogen muestras de liquido o tejido segun protocolos convencionales que siguen
generalmente hospitales o clinicas. A menudo, para la sangre se recoge una cantidad adecuada de sangre periférica (por
ejemplo, entre 3-40 mililitros) y puede almacenarse segun procedimientos convencionales antes o después de la
preparacién. Una muestra de liquido o tejido de la que se extrae acido nucleico puede ser acelular (por ejemplo, libre de
células). En algunas implementaciones, una muestra de liquido o tejido puede contener elementos celulares o restos
celulares. En algunas implementaciones, pueden incluirse células fetales o células cancerosas en la muestra.

Una muestra es a menudo heterogénea, lo que significa que mas de un tipo de especie de acido nucleico esta
presente en la muestra. Por ejemplo, el acido nucleico heterogéneo puede incluir, pero no se limita a, (i) acido
nucleico derivado fetal y derivado materno, (ii) acido nucleico de cancer y distinto de cancer, (iii) acido nucleico
patégeno y de huésped y, mas generalmente, (iv) acido nucleico mutado y de tipo natural. Una muestra puede ser
heterogénea porque mas de un tipo de célula esta presente, tal como una célula fetal y una célula materna, una
célula cancerosa y no cancerosa, o una célula patégena y de huésped. En algunas implementaciones, estan
presentes una especie minoritaria de acido nucleico y una mayoria de especies de acido nucleico.

Para las aplicaciones prenatales de la tecnologia descrita en el presente documento, la muestra de liquido o tejido
puede recogerse de una mujer a una edad gestacional adecuada para la prueba, o de una mujer que esta
sometiéndose a prueba para un posible embarazo. La edad gestacional adecuada puede variar dependiendo de la
prueba prenatal que se realiza. En determinadas implementaciones, un sujeto de sexo femenino gestante algunas
veces esta en el primer trimestre de embarazo, a veces en el segundo trimestre de embarazo o, algunas veces, en el
tercer trimestre de embarazo. En determinadas implementaciones, se recoge un liquido o tejido de una mujer
embarazada de aproximadamente 1 a aproximadamente 45 semanas de gestacion fetal (por ejemplo, a las 1-4, 4-8,
8-12, 12-16, 16-20, 20-24, 24-28, 28-32, 32-36, 36-40 0 40-44 semanas de gestacion fetal), y a veces de
aproximadamente 5 a aproximadamente 28 semanas de gestacion fetal (por ejemplo, a las 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14,15,16,17,18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26 0 27 semanas de gestacion fetal). En determinadas implementaciones,
se recoge una muestra de liquido o tejido de una mujer embarazada durante o justo después (por ejemplo, de 0 a
72 horas después) de dar a luz (por ejemplo, parto vaginal o no vaginal (por ejemplo, parto quirdrgico)).

Adquisicion de muestras de sangre y extraccion de ADN

Los métodos incluidos en el presente documento suelen incluir separar, enriquecer y analizar el ADN fetal que se
encuentra en la sangre materna como medio no invasivo para detectar la presencia o ausencia de una variacién genética
materna y/o fetal y/o controlar la salud de un feto y/o una mujer embarazada durante la gestacion y, a veces, tras ella.
Por lo tanto, las primeras etapas para poner en practica determinados métodos en el presente documento suelen incluir
la obtencién de una muestra de sangre de una mujer embarazada y la extraccién de ADN de una muestra.

Adquisicion de muestras de sangre

Puede obtenerse una muestra de sangre de una mujer embarazada a una edad gestacional adecuada para la
prueba utilizando un método de la presente tecnologia. Una edad gestacional adecuada puede variar en funcion
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del trastorno analizado, como se explica mas adelante. La extraccion de sangre de una mujer suele realizarse segun
el protocolo convencional que suelen seguir los hospitales o las clinicas. Se suele extraer una cantidad adecuada
de sangre periférica, por ejemplo, normalmente entre 5-50 ml, que puede almacenarse segun el procedimiento
convencional antes de su posterior preparacion. Las muestras de sangre se pueden extraer, almacenar o
transportar de manera que se minimice la degradacion o la calidad del acido nucleico presente en la muestra.

Preparacién de muestras de sangre

Puede realizarse un andlisis del ADN fetal encontrado en la sangre materna utilizando, por ejemplo, sangre completa,
suero o plasma. Se conocen métodos para preparar suero o plasma a partir de sangre materna. Por ejemplo, se puede
colocar sangre de una mujer embarazada en un tubo que contiene EDTA o un producto comercial especializado como
VACUTAINER SST (Becton Dickinson, Franklin Lakes, N.J.) para evitar la coagulacién de la sangre, y luego se puede
obtener plasma de la sangre completa mediante centrifugacién. El suero se puede obtener con o sin centrifugacion,
después de la coagulacién de la sangre. Si se utiliza la centrifugacion, normalmente, aunque no exclusivamente, se
realiza a una velocidad adecuada, por ejemplo, 1500-3000 xg. El plasma o el suero se pueden someter a etapas de
centrifugacién adicionales antes de transferirlos a un tubo nuevo para la extraccion del ADN.

Ademas de la porcién acelular de la sangre completa, también se puede recuperar el ADN de la fraccién celular,
enriquecida en la porcion de la capa leucocitaria, que se puede obtener tras la centrifugacion de una muestra de
sangre completa de la mujer y la extraccion del plasma.

Extraccion de ADN

Existen numerosos métodos conocidos para extraer el ADN de una muestra biolégica que incluye sangre. Se pueden seguir
métodos generales de preparacion de ADN (por ejemplo, descritos por Sambrook y Russell, “Molecular Cloning: A
Laboratory Manual”, 3.2 edicién, 2001); también se pueden utilizar diferentes reactivos o kits disponibles en el mercado, tales
como el kit de acido nucleico circulante QIAamp de Qiagen, el mini kit de ADN QiaAmp o el mini kit de sangre de ADN
QiaAmp (Qiagen, Hilden, Alemania), kit de aislamiento de ADN de la sangre GenomicPrep™ (Promega, Madison, Wis.) y el
kit de purificacion de ADN de sangre genémica GFX™ (Amersham, Piscataway, NJ) para obtener ADN de una muestra de
sangre de una mujer embarazada. También se pueden utilizar combinaciones de mas de uno de estos métodos.

En algunas implementaciones, la muestra puede enriquecerse o enriquecerse relativamente en acido nucleico fetal
mediante uno o mas métodos. Por ejemplo, se puede realizar la diferenciacion del ADN fetal y del materno mediante
las composiciones y los procesos de la presente tecnologia solos o junto con otros factores de diferenciacion. Los
ejemplos de estos factores incluyen, entre otros, diferencias de un solo nucleétido entre los cromosomas X e Y,
secuencias especificas del cromosoma Y, polimorfismos ubicados en otras partes del genoma, diferencias de tamafio
entre el ADN fetal y materno, y diferencias en el patron de metilacion entre los tejidos maternos y fetales.

Otros métodos para enriquecer una muestra para una especie particular de acido nucleico se describen en la
solicitud de patente PCT numero PCT/US07/69991, presentada el 30 de mayo de 2007, solicitud de patente PCT
namero PCT/US2007/071232, presentada el 15 de junio de 2007, solicitudes provisionales estadounidenses
nuameros 60/968.876 y 60/968.878 (asignadas al solicitante), (solicitud de patente PCT numero PCT/EP05/012707,
presentada el 28 de noviembre de 2005). En determinadas implementaciones, el acido nucleico materno se elimina
selectivamente (bien parcial, sustancial, casi completa o completamente) de la muestra.

Las expresiones “&acido nucleico” y “molécula de &cido nucleico” pueden utilizarse indistintamente a lo largo de la
divulgacion. Los términos se refieren a acidos nucleicos de cualquier composicion de, tal como ADN (por ejemplo, ADN
complementario (ADNc), ADN gendmico (ADNg) y similares), ARN (por ejemplo, ARN mensajero (ARNm), ARN inhibidor
corto (ARNic), ARN ribosémico (ARNr), ARNt, microARN, ARN altamente expresado por el feto o la placenta, y similares),
y/o analogos de ADN o ARN (por ejemplo, que contengan analogos de bases, andlogos de azlcares y/o una cadena
principal no nativa y similares), moléculas hibridas de ARN/ARN y acidos nucleicos poliamidicos (ANP), la totalidad de los
cuales puede estar en forma monocatenaria o bicatenaria y, a menos que se limite de otro modo, pueden abarcar analogos
conocidos de nucleotidos naturales que pueden funcionar de forma similar a los nucleétidos naturales. Un acido nucleico
puede ser, o puede proceder de, un plasmido, fago, una secuencia de replicacién autdbnoma (ARS), un centromero,
cromosoma artificial, cromosoma u otro &cido nucleico capaz de replicar o replicarse in vitro o en una célula huésped, una
célula, un nucleo celular o un citoplasma de una célula en determinadas implementaciones. Un molde de acido nucleico, en
algunas implementaciones, puede ser de un solo cromosoma (por ejemplo, una muestra de &cido nucleico puede proceder
de un cromosoma de una muestra obtenida de un organismo diploide). A menos que se limite especificamente, la expresion
abarca acidos nucleicos que contienen analogos conocidos de nucleétidos naturales que tienen propiedades de unién
similares a las del 4cido nucleico de referencia y se metabolizan de manera similar a los nucleétidos naturales. A menos que
se indique lo contrario, una secuencia de acido nucleico particular también incluye implicitamente variantes modificadas
conservativamente de la misma (por ejemplo, sustituciones de codones degenerados), alelos, ortélogos, polimorfismos de
un solo nucledtido (SNP) y secuencias complementarias, asi como la secuencia explicitamente indicada. Especificamente,
las sustituciones de codones degenerados pueden lograrse generando secuencias en las que la tercera posicion de uno o
mas codones seleccionados (o todos) se sustituye con restos de base mixta y/o desoxiinosina. La expresion acido nucleico
se usa indistintamente con locus, gen, ADNc y ARNm codificados por un gen. La expresién también puede incluir, como
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equivalentes, derivados, variantes y analogos de ARN o ADN sintetizados a partir de analogos de nucleétidos,
polinucledtidos monocatenarios (“sentido” o “antisentido”, cadena “positiva” o cadena “negativa”, marco de lectura “directo”
o marco de lectura “inverso™) y bicatenarios. El término “gen” significa el segmento de ADN que interviene en la produccion
de una cadena polipeptidica; incluye regiones que preceden y siguen a la regién codificadora (lider y remolque) que
interviene en la transcripcién/traduccion del producto génico y la regulacién de la transcripcién/traduccion, asi como
secuencias intermedias (intrones) entre segmentos de codificacion individuales (exones). Los desoxirribonucleétidos
incluyen desoxiadenosina, desoxicitidina, desoxiguanosina y desoxitimidina. Para el ARN, la base citosina se reemplaza por
uracilo. Un &cido nucleico molde puede prepararse con el uso de un acido nucleico obtenido de un sujeto como molde.

Aislamiento y procesamiento de &cidos nucleicos

El acido nucleico puede derivar de una o mas fuentes (por ejemplo, células, suero, plasma, capa leucocitica, liquido linfatico,
piel, suelo, y similares) mediante métodos conocidos en la técnica. Se puede utilizar cualquier método adecuado para aislar,
extraer y/o purificar el ADN de una muestra bioldgica (por ejemplo, de sangre o de un producto sanguineo), cuyos ejemplos
no limitativos incluyen métodos de preparacién de ADN (por ejemplo, los descritos por Sambrook y Russell, “Molecular
Cloning: A Laboratory Manual” 3.2 ed., 2001), diferentes reactivos o kits disponibles en el mercado, tal como el kit de &cido
nucleico circulante QlAamp de Qiagen, el mini kit de ADN QiaAmp o el mini kit de sangre de ADN QiaAmp (Qiagen, Hilden,
Alemania), kit de aislamiento de ADN de la sangre GenomicPrep™ (Promega, Madison, Wis.) y el kit de purificacién de ADN
de sangre gendmica GFX™ (Amersham, Piscataway, NJ), similares o combinaciones de los mismos.

Los procedimientos y reactivos de lisis celular se conocen en la técnica y pueden realizarse generalmente mediante
métodos quimicos (por ejemplo, detergentes, disoluciones hipotonicas, procedimientos enzimaticos, y similares, o una
combinacién de los mismos), fisicos (por ejemplo, prensa francesa, sonicacion, y similares) o electroliticos de lisis.
Puede utilizarse cualquier procedimiento de lisis adecuado. Por ejemplo, los métodos quimicos emplean generalmente
agentes de lisis para perturbar las células y extraer los acidos nucleicos de las células, seguido por el tratamiento con
sales caotrépicas. Ademas, son Utiles los métodos fisicos, tales como congelacién/descongelacién seguida de
trituracion, el uso de prensas celulares y similares. Ademas, se usan habitualmente procedimientos de lisis con alto
contenido de sal. Por ejemplo, puede utilizarse un procedimiento de lisis alcalina. Este ultimo procedimiento incorpora
tradicionalmente el uso de disoluciones de fenol-cloroformo, y puede usarse un procedimiento alternativo libre de fenol-
cloroformo que involucra tres disoluciones. En los ultimos procedimientos, una solucién puede contener Tris 15 mM,
pH 8,0; EDTA 10 mM y 100 ug/ml de ARNasa A; una segunda solucion puede contener NaOH 0,2 Ny SDS al 1 %;y
una tercera solucién puede contener KOAc 3 M, pH 5,5. Estos procedimientos pueden encontrarse en Current
Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, N.Y., 6.3.1-6.3.6 (1989).

El 4acido nucleico puede aislarse en un punto de tiempo diferente en comparacion con otro acido nucleico, en donde
cada una de las muestras procede de la misma fuente o de una fuente diferente. Un acido nucleico puede ser de
una biblioteca de acido nucleico, tal como una biblioteca de ADNc o ARN, por ejemplo. Un acido nucleico puede
ser un resultado de la purificacion o el aislamiento de acido nucleico y/o la amplificacién de moléculas de acido
nucleico de la muestra. El &cido nucleico proporcionado para los procedimientos descritos en el presente documento
puede contener &cido nucleico de una muestra o de dos 0 mas muestras (por ejemplo, de 1 o mas, 2 o mas, 3 0
mas, 4 o mas, 5 0 mas, 6 o mas, 7 o mas, 8 o mas, 9 o mas, 10 o mas, 11 o mas, 12 o mas, 13 o més, 14 o mas,
15 0 mas, 16 o més, 17 o més, 18 o mas, 19 o mas, o 20 0 mas muestras).

Los acidos nucleicos pueden incluir acido nucleico extracelular en determinadas implementaciones. La expresién
“acido nucleico extracelular”, tal como se usa en el presente documento, puede referirse a &cido nucleico aislado de
una fuente que no tiene sustancialmente células y también se denomina acido nucleico “libre de células” y/o acido
nucleico “circulante libre de células”. El acido nucleico extracelular puede estar presente en y obtenerse de sangre
(por ejemplo, de la sangre de una mujer embarazada). El acido nucleico extracelular incluye a menudo células no
detectables y puede contener elementos celulares o restos celulares. Los ejemplos no limitativos de fuentes acelulares
de acido nucleico extracelular son sangre, plasma sanguineo, suero sanguineo y orina. Como se utiliza en el presente
documento, la expresion “obtener acido nucleico de muestra circulante libre de células” incluye obtener una muestra
directamente (por ejemplo, extraer una muestra, por ejemplo, una muestra de prueba) u obtener una muestra de otra
persona que haya extraido una muestra. Sin desear limitarse por la teoria, el 4cido nucleico extracelular puede ser un
producto de la apoptosis celular y la descomposicion celular, lo que proporciona una base para el acido nucleico
extracelular que tiene a menudo una serie de longitudes a través de un espectro (por ejemplo, una “escalera”).

El acido nucleico extracelular puede incluir diferentes especies de acido nucleico y, por tanto, se denomina en el presente
documento “heterogéneo” en determinadas implementaciones. Por ejemplo, el suero o plasma sanguineo de una persona
que tiene cancer puede incluir acido nucleico de células cancerosas y acido nucleico de células no cancerosas. En otro
ejemplo, el suero o plasma sanguineo de una mujer embarazada puede incluir &cido nucleico materno y acido nucleico fetal.
En algunos casos, el acido nucleico fetal algunas veces es de aproximadamente el 5 % a aproximadamente el 50 % del
acido nucleico global (por ejemplo, aproximadamente el 4, 5, 6, 7,8, 9, 10, 11,12, 13, 14, 15,16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23,
24,25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48 0 49 % del acido nucleico total
es &cido nucleico fetal). En algunas implementaciones, la mayoria del acido nucleico fetal del acido nucleico tiene una
longitud de aproximadamente 500 pares de bases o menor, aproximadamente 250 pares de bases o menor,



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2939547 T3

aproximadamente 200 pares de bases o menor, aproximadamente 150 pares de bases o menor, aproximadamente
100 pares de bases o menor, aproximadamente 50 pares de bases 0 menor o aproximadamente 25 pares de bases o menor.

El acido nucleico podria proporcionarse para realizar los métodos descritos en el presente documento sin procesar la(s)
muestra(s) que contiene(n) el acido nucleico, en determinadas implementaciones. En algunas implementaciones, se
proporciona acido nucleico para llevar a cabo los métodos descritos en el presente documento después del procesamiento
de la(s) muestra(s) que contiene(n) el acido nucleico. Por ejemplo, un acido nucleico puede extraerse, aislarse, purificarse,
purificarse parcialmente o amplificarse a partir de la(s) muestra(s). El término “aislado”, tal como se usa en el presente
documento, se refiere a un &cido nucleico retirado de su entorno original (por ejemplo, el entorno natural si se produce de
manera natural o una célula huésped si se expresa de manera exdégena) y, por tanto, se altera por intervencién humana (por
ejemplo, “por la mano del hombre™) de su entorno original. La expresion “acido nucleico aislado”, tal como se usa en el
presente documento, puede referirse a un acido nucleico retirado de un sujeto (por ejemplo, un sujeto humano). Un acido
nucleico aislado puede proporcionarse con menos componentes distintos de acido nucleico (por ejemplo, proteina, lipido)
que la cantidad de componentes presentes en una muestra de origen. Una composicion que comprende acido nucleico
aislado puede estar libre en de aproximadamente el 50 % a mas del 99 % de componentes distintos de &cido nucleico. Una
composicion que comprende acido nucleico aislado puede estar libre en aproximadamente el 90 %, 91 %, 92 %, 93 Y%, 94 %,
95 %, 96 Y%, 97 %, 98 %, 99 % o0 mas del 99 % de componentes distintos de &cido nucleico. El término “purificado”, tal como
se usa en el presente documento, puede referirse a un acido nucleico siempre que contenga menos componentes distintos
de acido nucleico (por ejemplo, proteina, lipido, hidrato de carbono) que la cantidad de componentes distintos de acido
nucleico presentes antes de someter el acido nucleico a un procedimiento de purificacion. Una composicion que comprende
acido nucleico purificado puede estar libre en aproximadamente el 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %,
89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % 0 mas del 99 % de otros componentes distintos de
acido nucleico. El término “purificado™, tal como se usa en el presente documento, puede referirse a un acido nucleico
siempre que contenga menos especies de acido nucleico que en la fuente de muestra de la que se deriva el acido nucleico.
Una composicion que comprende &cido nucleico purificado puede estar libre en aproximadamente el 90 %, 91 %, 92 %,
93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 mas del 99 % de otras especies de acido nucleico. Por ejemplo, el acido
nucleico fetal puede purificarse a partir de una mezcla que comprende acido nucleico materno y fetal. En determinados
ejemplos, los nucleosomas que comprenden fragmentos pequerios de acido nucleico fetal pueden purificarse a partir de una
mezcla de complejos de nucleosomas mas grandes que comprenden fragmentos mas grandes de acido nucleico materno.

En algunas implementaciones, los acidos nucleicos se fragmentan o escinden antes, durante o después de un método
descrito en el presente documento. El &cido nucleico fragmentado o escindido puede tener una longitud nominal, media
o0 promedio de aproximadamente 5 a aproximadamente 10.000 pares de bases, de aproximadamente 100 a
aproximadamente 1000 pares de bases, de aproximadamente 100 a aproximadamente 500 pares de bases, o
aproximadamente 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700,
800, 900, 1000, 2000, 3000, 4000, 5000, 6000, 7000, 8000 o 9000 pares de bases. Los fragmentos pueden generarse
mediante un método adecuado conocido en la técnica, y la longitud promedio, media o nominal de los fragmentos de
acido nucleico puede controlarse mediante la seleccién de un procedimiento de generacion de fragmentos adecuado.

Los fragmentos de acido nucleico pueden contener secuencias de nucledtidos solapantes, y esas secuencias solapantes
pueden facilitar la construccion de una secuencia de nucleétidos del &cido nucleico homoélogo no fragmentado o un segmento
del mismo. Por ejemplo, un fragmento puede tener subsecuencias x e y y otro fragmento puede tener subsecuenciasy y z,
en donde x, y y z son secuencias de nucleétidos que pueden tener 5 nucleétidos de longitud o mas. La secuencia solapante
y puede utilizarse para facilitar la construccién de la secuencia de nucleétidos x-y-z en acido nucleico a partir de una muestra
en determinadas implementaciones. El &cido nucleico puede estar parcialmente fragmentado (por ejemplo, a partir de una
reaccion de escision especifica incompleta o terminada) o completamente fragmentado en determinadas implementaciones.

En algunas implementaciones, el &cido nucleico se fragmenta o escinde mediante un método adecuado, cuyos ejemplos no
limitativos incluyen métodos fisicos (por ejemplo, cizalla, por ejemplo, sonicacién, prensa francesa, calor, radiacion UV,
similares), procesos enzimaticos (por ejemplo, agentes de escisidn (por ejemplo, una nucleasa adecuada, una enzima de
restriccion adecuada, una enzima de restriccién sensible a la metilacién adecuada)), métodos quimicos (por ejemplo,
alquilacion, DMS, piperidina, hidrélisis &cida, hidrolisis basica, calor, similares o combinaciones de los mismos), procesos
descritos en la publicacion de solicitud de Patente de EE. UU. n.°20050112590, similares o combinaciones de los mismos.

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

Tal como se usa en el presente documento, “fragmentos”, “productos de escision”, “productos escindidos” o
variantes gramaticales de los mismos, se refieren a moléculas de acido nucleico resultantes de una fragmentacion
0 escisién de una molécula de gen molde de acido nucleico o producto amplificado de la misma. Aunque tales
fragmentos o productos escindidos pueden referirse a todas las moléculas de &cido nucleico resultantes de una
reaccion de escision normalmente tales fragmentos o productos escindidos se refieren solamente a moléculas de
acido nucleico resultantes de una fragmentacion o escisién de una molécula de gen molde de acido nucleico o el
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segmento de un producto amplificado de la misma que contiene la secuencia de nucle6tidos correspondiente de
una molécula de gen molde de acido nucleico. El término “amplificado”, tal como se usa en el presente documento,
se refiere a someter un &cido nucleico diana en una muestra a un procedimiento que genera lineal o
exponencialmente acidos nucleicos de amplicon que tienen la misma secuencia de nucleétidos o practicamente la
misma secuencia de nucleétidos que el acido nucleico diana o segmento del mismo. En determinadas
implementaciones, el término “amplificado” se refiere a un método que comprende una reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). Por ejemplo, un producto amplificado puede contener uno o méas nucleétidos mas que la region
de nucledtidos amplificada de una secuencia molde de acido nucleico (por ejemplo, un cebador puede contener
nucleétidos “extra” tales como una secuencia de iniciacién de la transcripcién, ademas de los nucleétidos
complementarios a una molécula de gen molde de acido nucleico, lo que da como resultado un producto amplificado
que contiene nucledtidos “extra” o nucleétidos que no corresponden a la region de nucleétidos amplificada de la
molécula de gen molde de &cido nucleico). En consecuencia, los fragmentos pueden incluir fragmentos que surgen
de porciones, segmentos o partes de moléculas de &cido nucleico amplificadas que contienen, al menos en parte,
informacién de secuencia de nucledtidos de o basada en la molécula molde de acido nucleico representativa.

Tal como se usa en el presente documento, la expresién “reacciones de escision complementarias™ se refiere a las
reacciones de escisién que se llevan a cabo en el mismo acido nucleico con el uso de diferentes reactivos de escisién
o mediante la alteracién de la especificidad de escision del mismo reactivo de escisién de tal manera que se generan
patrones de escision alternativos del mismo acido nucleico o proteina diana o de referencia. En determinadas
implementaciones, el &cido nucleico puede tratarse con uno o mas agentes de escision especificos (por ejemplo, 1, 2,
3,4,5,6,7,8,9, 10 0o méas agentes de escision especificos) en uno o mas recipientes de reaccién (por ejemplo, el
acido nucleico se trata con cada agente de escision especifico en un recipiente independiente). La expresion “agente
de escision especifico”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un agente, algunas veces, una
sustancia quimica o una enzima que puede escindir un acido nucleico en uno o mas sitios especificos. Cualquier
agente de escision enzimatica inespecifico o especifico adecuado puede usarse para escindir o fragmentar acidos
nucleicos. Un agente de escisién enzimatico especifico adecuado puede ser una enzima de restriccion. Una enzima
de restriccion adecuada puede usarse para escindir acidos nucleicos, en algunas implementaciones.

El acido nucleico puede exponerse ademas a un procedimiento que modifica determinados nucleétidos en el &cido
nucleico antes de proporcionar acido nucleico para un método descrito en el presente documento. Un procedimiento
que modifica selectivamente el acido nucleico basandose en el estado de metilacién de nucleétidos en el mismo puede
aplicarse al acido nucleico, por ejemplo. Ademas, condiciones tales como alta temperatura, radiacion ultravioleta,
radiacion de rayos X, pueden inducir cambios en la secuencia de una molécula de &cido nucleico. El acido nucleico
se puede proporcionar en cualquier forma adecuada Util para realizar un analisis de secuencia adecuado.

El &cido nucleico puede ser monocatenario o bicatenario. El ADN monocatenario, por ejemplo, puede generarse mediante
la desnaturalizacién de ADN bicatenario mediante calentamiento o mediante tratamiento con élcali, por ejemplo. En
determinadas implantaciones, el acido nucleico se encuentra en una estructura de bucle D, formada mediante invasion
de hebra de una molécula de ADN doble por un oligonucleétido o una molécula similar a ADN, tal como acido nucleico
peptidico (PNA). La formacién del bucle D puede facilitarse mediante la adicion de la proteina RecA de E. coliy/o mediante
la alteracién de la concentracién de sal, por ejemplo, usando métodos conocidos en la técnica.

Determinacion del contenido de &acido nucleico fetal

La cantidad de acido nucleico fetal (por ejemplo, concentracién, cantidad relativa, cantidad absoluta, nimero de
copias y similares) en acido nucleico se determina en algunas implementaciones. En determinadas implantaciones,
la cantidad de acido nucleico fetal en una muestra se denomina “fraccion fetal”. En algunas implantaciones,
“fraccion fetal” se refiere a la fraccion de acido nucleico fetal en acido nucleico circulante libre de células en una
muestra (por ejemplo, una muestra de sangre, una muestra de suero, una muestra de plasma) obtenida de una
mujer embarazada. En determinadas implementaciones, la cantidad de acido nucleico fetal se determina segun
marcadores especificos de un feto de sexo masculino (por ejemplo, marcadores STR del cromosoma Y (por
ejemplo, marcadores DYS 19, DYS 385, DYS 392); marcador RhD en mujeres sin expresién de RhD), proporciones
alélicas de secuencias polimérficas, o segun uno o mas marcadores especificos del acido nucleico fetal y no del
acido nucleico materno (por ejemplo, biomarcadores epigenéticos diferenciales (por ejemplo, metilacion; se
describe con mas detalle a continuacion) entre la madre y el feto, o marcadores de ARN fetal en el plasma
sanguineo materno (véase, por ejemplo, Lo, 2005, Journal of Histochemistry and Cytochemistry 53 (3): 293-296)).

La determinacién del contenido de &cido nucleico fetal (por ejemplo, fraccion fetal) se realiza, algunas veces, usando un
ensayo cuantificador fetal (FQA) tal como se describe, por ejemplo, en la publicacién de solicitud de patente
estadounidense n.°2010/0105049. Este tipo de ensayo permite la deteccion y cuantificacion de acido nucleico fetal en
una muestra materna basandose en el estado de metilacion del acido nucleico en la muestra. En determinadas
implantaciones, la cantidad de acido nucleico fetal de una muestra materna puede determinarse con respecto a la
cantidad total de acido nucleico presente, lo que proporciona de ese modo el porcentaje de acido nucleico fetal en la
muestra. En determinadas implantaciones, el nimero de copias de acido nucleico fetal puede determinarse en una
muestra materna. En determinadas implantaciones, la cantidad de acido nucleico fetal puede determinarse de manera
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especifica de secuencia (0 especifica de la porcién) y algunas veces con suficiente sensibilidad para permitir un analisis
preciso de la dosificacion cromosémica (por ejemplo, para detectar la presencia o ausencia de una aneuploidia fetal).

Un ensayo cuantificador fetal (FQA) puede realizarse junto con cualquiera de los métodos descritos en el presente
documento. Tal ensayo puede realizarse mediante cualquier método conocido en la técnica y/o descrito en la
publicacion de solicitud de patente estadounidense n.°2010/0105049, tal como, por ejemplo, mediante un método
que puede distinguir entre ADN materno y fetal basandose en el estado de metilacion diferencial, y cuantificar (es
decir, determinar la cantidad de) el ADN fetal. Los métodos para diferenciar acido nucleico basados en el estado
de metilacién incluyen, pero no se limitan a, captura sensible a la metilacion, por ejemplo, usando un fragmento Fc
de MBD2 en el cual el dominio de unién a metilo de MBD2 se fusiona al fragmento Fc de un anticuerpo (MBD-FC)
(Gebhard y col. (2006) Cancer Res. 66(12):6118-28); anticuerpos especificos de la metilacion; métodos de
conversién de bisulfito, por ejemplo, MSP (PCR sensible a la metilacion), COBRA, extension de cebador de un solo
nucleoétido sensible a la metilacién (Ms-SNuPE) o tecnlogia MassCLEAVE™ de Sequenom; y el uso de enzimas de
restriccion sensibles a la metilacién (por ejemplo, digestion de ADN materno en una muestra materna usando una
0 mas enzimas de restriccion sensibles a la metilacién, enriqueciendo de este modo el ADN fetal). Las enzimas
sensibles a metilo pueden usarse ademas para diferenciar acido nucleico basandose en el estado de metilacién
que, por ejemplo, puede escindir o digerir preferente o sustancialmente en su secuencia de reconocimiento de ADN
si esta Ultima no esta metilada. Por tanto, se corta una muestra de ADN no metilado en fragmentos mas pequefios
que una muestra de ADN metilado y no se escinde una muestra de ADN hipermetilado. Excepto cuando se indique
explicitamente, puede usarse cualquier método para diferenciar acido nucleico basado en el estado de metilacién
con las composiciones y métodos de la tecnologia en el presente documento. La cantidad de ADN fetal puede
determinarse, por ejemplo, introduciendo uno o mas competidores a concentraciones conocidas durante una
reaccion de amplificacién. Ademas, la determinacion de la cantidad de ADN fetal puede realizarse, por ejemplo,
mediante RT-PCR, extensién de cebadores, secuenciacién y/o recuento. En determinados casos, la cantidad de
acido nucleico puede determinarse usando la tecnologia BEAMing tal como se describe en la publicacién de
solicitud de patente estadounidense n.° 2007/0065823. En determinadas implantaciones, puede determinarse la
eficiencia de restriccion y el indice de eficiencia se usa para determinar ademas la cantidad de ADN fetal.

En determinadas implementaciones, se puede usar un ensayo cuantificador fetal (FQA) para determinar la
concentracién de ADN fetal en una muestra materna, por ejemplo, mediante el siguiente método: a) determinar la
cantidad total de ADN presente en una muestra materna; b) digerir selectivamente el ADN materno de una muestra
materna utilizando una o més enzimas de restriccion sensibles a la metilacion, enriqueciendo de este modo el ADN
fetal; c) determinar la cantidad de ADN fetal de la etapa b); y d) comparar la cantidad de ADN fetal de la etapa c) con
la cantidad total de ADN de la etapa a), determinando de este modo la concentracién de ADN fetal de la muestra
materna. En determinadas implantaciones, el nimero absoluto de copias de acido nucleico fetal en una muestra
materna puede determinarse, por ejemplo, mediante espectrometria de masas y/o un sistema que usa un enfoque
competitivo de PCR para las mediciones absolutas del numero de copias. Véase, por ejemplo, Ding y Cantor (2003)
Proc.Natl.Acad.Sci. USA 100:3059-3064 y la publicacion de solicitud de patente estadounidense n.°2004/0081993.

En determinadas implantaciones, la fraccién fetal puede determinarse basandose en las razones alélicas de secuencias
polimérficas (por ejemplo, polimorfismos de un solo nucleétido (SNP)) tal como, por ejemplo, usando un método descrito en
la publicacion de solicitud de patente estadounidense n.°2011/0224087. En tal método, se obtienen lecturas de secuencia
de nucledtidos para una muestra materna y se determina la fraccién fetal comparando el nimero total de lecturas de
secuencia de nucleétidos que se mapean en un primer alelo y el nimero total de lecturas de secuencia de nucleétidos que
se mapean en un segundo alelo en un sitio polimérfico informativo (por ejemplo, SNP) en un genoma de referencia. En
determinadas implantaciones, los alelos fetales se identifican, por ejemplo, por su contribucion minoritaria relativa a la mezcla
de &cidos nucleicos fetales y maternos en la muestra cuando se compara con la contribucion mayoritaria a la mezcla por los
acidos nucleicos maternos. En consecuencia, la abundancia relativa de acido nucleico fetal en una muestra materna puede
determinarse como un parametro del nimero total de lecturas de secuencia Unicas mapeadas en una secuencia de acido
nucleico diana en un genoma de referencia para cada uno de los dos alelos de un sitio polimérfico.

La cantidad de &cido nucleico fetal en acido nucleico extracelular puede cuantificarse y usarse junto con un método
proporcionado en el presente documento. Por tanto, en determinadas implementaciones, los métodos de la
tecnologia descrita en el presente documento comprenden una etapa adicional para determinar la cantidad de acido
nucleico fetal. La cantidad de acido nucleico fetal puede determinarse en una muestra de acido nucleico de un
sujeto antes o después del procesamiento para preparar el acido nucleico de muestra. En determinadas
implementaciones, la cantidad de acido nucleico fetal se determina en una muestra después de procesar y preparar
el acido nucleico de muestra, cantidad que se usa para una evaluacion adicional. En algunas implementaciones,
un resultado comprende factorizar la fraccién de acido nucleico fetal en el &cido nucleico de muestra (por ejemplo,
ajustar recuentos, eliminar muestras, realizar una identificacion o no realizar una identificacién).

La etapa de determinacion puede realizarse antes, durante, en un punto cualquiera de un método descrito en el presente
documento, o después de determinados métodos (por ejemplo, deteccién de aneuploidia, determinacion del sexo del
feto) descritos en el presente documento. Por ejemplo, para lograr un método de determinacion de aneuploidia o sexo
del feto con una sensibilidad o especificidad dadas, puede implementarse un método de cuantificacion de acido nucleico
fetal antes de, durante o después de la determinacion de aneuploidia o sexo del feto para identificar aquellas muestras
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con mas de aproximadamente el 2 %, 3 %, 4 %, 5 %, 6 %, 7 %, 8 %, 9 %, 10 %, 11 %, 12 %, 13 %, 14 %,15 %,16 %,
17 %, 18 %, 19 %, 20 %, 21 %, 22 %, 23 %, 24 %, 25 % 0 mas de acido nucleico fetal. En algunas implementaciones,
las muestras que tienen una determinada cantidad umbral de acido nucleico fetal (por ejemplo, de aproximadamente el
15 % 0 mas de &cido nucleico fetal; aproximadamente el 4 % o mas de acido nucleico fetal) se analizan adicionalmente
para determinar el género fetal o la aneuploidia, o la presencia o ausencia de aneuploidia o variacién genética, por
ejemplo. En determinadas implementaciones, las determinaciones de, por ejemplo, sexo del feto o la presencia o
ausencia de aneuploidia se seleccionan (por ejemplo, se seleccionan y comunican a un paciente) solo para muestras
que tienen una determinada cantidad umbral de acido nucleico fetal (por ejemplo, aproximadamente el 15 % o mas de
acido nucleico fetal; aproximadamente el 4 % o mas de &cido nucleico fetal).

En algunas implementaciones, la determinacion de fraccién fetal o la determinacién de la cantidad de acido nucleico fetal no
es necesaria 0 se requiere para identificar la presencia o ausencia de una aneuploidia cromos6mica. En algunas
implementaciones, la identificacion de la presencia o ausencia de una aneuploidia cromos6mica no requiere la diferenciacion
de secuencias de ADN fetal en comparacion con el ADN materno. En determinadas implementaciones, esto se debe a que
se analiza la contribucion sumada de las secuencias materna y fetal en un cromosoma particular, porcion cromosémica o
segmento de los mismos. En algunas implementaciones, la identificacién de la presencia o ausencia de una aneuploidia
cromosémica no depende de una informacién de secuencia a priori que distinguiria el ADN fetal del ADN materno.

Acidos nucleicos enriquecedores

En algunas implementaciones, el acido nucleico (por ejemplo, acido nucleico extracelular) estd enriquecido o
relativamente enriquecido para una subpoblacion o especie de acido nucleico. Las subpoblaciones de acidos nucleicos
pueden incluir, por ejemplo, acido nucleico fetal, acido nucleico materno, acido nucleico que comprende fragmentos de
una longitud o rango de longitudes particular, o acido nucleico de una region particular del genoma (por ejemplo,
cromosoma unico, conjunto de cromosomas, y/o determinadas regiones cromosémicas). Tales muestras enriquecidas
pueden usarse junto con un método proporcionado en el presente documento. Por tanto, en determinadas
implementaciones, los métodos de la tecnologia comprenden una etapa adicional de enriquecimiento en una
subpoblacion de éacido nucleico en una muestra, tal como, por ejemplo, acido nucleico fetal. En determinadas
implementaciones, un método para determinar la fraccion fetal descrita anteriormente puede usarse ademas para
enriquecer el acido nucleico fetal. En determinadas implementaciones, el acido nucleico materno se elimina
selectivamente (parcial, sustancialmente, casi completamente o completamente) de la muestra. En determinadas
implementaciones, el enriquecimiento de un acido nucleico de especie de bajo nimero de copias particular (por ejemplo,
acido nucleico fetal) puede mejorar la sensibilidad cuantitativa. Los métodos para enriquecer una muestra para una
especie particular de &cido nucleico se describen, por ejemplo, en la patente estadounidense n.©6.927.028, la publicacion
de solicitud de patente internacional n.° W0O2007/140417, la publicacién de solicitud de patente internacional n.°
WO2007/147063, la publicacién de solicitud de patente internacional n.° WO2009/032779, la publicacion de solicitud de
patente internacional n.° WO2009/032781, la publicacion de solicitud de patente internacional n.° WO2010/033639, la
publicacion de solicitud de patente internacional n.° W0O2011/034631, la publicacion de solicitud de patente internacional
n.° W02006/056480 y la publicacién de solicitud de patente internacional n.° WO2011/143659.

En algunas implementaciones, el acido nucleico se enriquece en determinadas especies de fragmento diana y/o especies
de fragmento de referencia. En determinadas implementaciones, el &cido nucleico se enriquece en una longitud especifica
de fragmento de acido nucleico o rango de longitudes de fragmento con el uso de uno 0 mas métodos de separacion basados
en la longitud descritos a continuacion. En determinadas implementaciones, el &cido nucleico se enriquece en fragmentos
de una regién genémica seleccionada (por ejemplo, cromosoma) con el uso de uno o mas métodos de separacién basados
en secuencia descritos en el presente documento y/o conocidos en la técnica. Determinados métodos para enriquecer una
subpoblacion de acido nucleico (por ejemplo, acido nucleico fetal) en una muestra se describen con detalle mas adelante.

Algunos métodos para enriquecer una subpoblacién de acido nucleico (por ejemplo, acido nucleico fetal) que pueden
usarse con un método descrito en el presente documento incluyen métodos que aprovechan diferencias epigenéticas
entre acido nucleico materno y fetal. Por ejemplo, el acido nucleico fetal puede diferenciarse y separarse del acido
nucleico materno basandose en diferencias de metilacion. Se describen métodos de enriquecimiento de acido nucleico
fetal basados en metilacion en la publicacion de solicitud de patente estadounidense n.°2010/0105049. Esos métodos
implican, algunas veces, unir un acido nucleico de muestra a un agente de unién especifico de metilacion (proteina de
unién a metil-CpG (MBD), anticuerpos especificos de metilacion y similares) y separar el 4cido nucleico unido del acido
nucleico no unido basandose en el estado de metilacion diferencial. Dichos métodos pueden incluir ademas el uso de
enzimas de restriccion sensibles a la metilacion (tal como se ha descrito anteriormente; por ejemplo, Hhal y Hpall),
que permiten el enriquecimiento de regiones de acido nucleico fetal en una muestra materna mediante la digestién
selectiva de &cido nucleico de la muestra materna con una enzima que digiere selectiva y completa o sustancialmente
el acido nucleico materno para enriquecer la muestra en al menos una region de acido nucleico fetal.

Otro método para enriquecer una subpoblacién de &cido nucleico (por ejemplo, acido nucleico fetal) que puede usarse con
un método descrito en el presente documento es un enfoque de secuencia polimérfica potenciada por endonucleasas de
restriccion, tal como un método descrito en la publicacién de solicitud de patente estadounidense n.°2009/0317818. Dichos
métodos incluyen la escisién del acido nucleico que comprende un alelo no diana con una endonucleasa de restriccion que
reconoce el acido nucleico que comprende el alelo no diana, pero no el alelo diana; y la amplificacion de acido nucleico no
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escindido, pero no de acido nucleico escindido, donde el acido nucleico amplificado no escindido representa acido nucleico
diana enriquecido (por ejemplo, &cido nucleico fetal) en relacion con acido nucleico no diana (por ejemplo, acido nucleico
materno). En determinadas implementaciones, el &cido nucleico puede seleccionarse de tal manera que comprenda un alelo
que tiene un sitio polimérfico susceptible a la digestion selectiva por medio de un agente de escision, por ejemplo.

Algunos métodos para enriquecer una subpoblacion de &cido nucleico (por ejemplo, acido nucleico fetal) que
pueden usarse con un método descrito en el presente documento incluyen enfoques de degradacion enzimatica
selectiva. Tales métodos implican proteger secuencias diana frente a la digestién con exonucleasas, facilitando de
ese modo la eliminacion en una muestra de secuencias no deseadas (por ejemplo, ADN materno). Por ejemplo, en
un enfoque, el &cido nucleico de muestra se desnaturaliza para generar acido nucleico monocatenario, el acido
nucleico monocatenario se pone en contacto con al menos un par de cebadores especificos de diana en condiciones
de hibridacion adecuadas, los cebadores hibridados se extienden mediante polimerizacién de nucleé6tidos que
genera secuencias diana bicatenarias, y que digiere el acido nucleico monocatenario usando una nucleasa que
digiere acido nucleico monocatenario (es decir, no diana). En determinadas implementaciones, el método puede
repetirse durante al menos un ciclo adicional. En determinadas implementaciones, se usa el mismo par de
cebadores especificos de diana para cebar cada uno del primer y el segundo ciclos de extension y, en determinadas
implementaciones, se usan pares de cebadores especificos de diana diferentes para el primer y el segundo ciclos.

Algunos métodos para enriquecer una subpoblacién de acido nucleico (por ejemplo, acido nucleico fetal) que puede
usarse con un método descrito en el presente documento incluyen métodos de secuenciacidn masiva en paralelo de
firmas (MPSS). Normalmente, MPSS es un método de fase sélida que usa ligamiento de adaptador (es decir, etiqueta),
seguida de decodificacion de adaptador, y lectura de la secuencia de acido nucleico en pequefios incrementos. Los
productos de PCR marcados se amplifican normalmente de tal manera que cada acido nucleico genera un producto
de PCR con una etiqueta Unica. Las etiquetas se usan a menudo para unir los productos de PCR a microperlas.
Después de varias tandas de determinacién de secuencias basada en ligamiento, por ejemplo, puede identificarse una
firma de secuencia a partir de cada perla. Se analiza cada secuencia de firma (etiqueta de MPSS) en un conjunto de
datos MPSS, en comparacion con todas las demas firmas, y se cuentan todas las firmas idénticas.

En determinadas implementaciones, determinados métodos de enriquecimiento (por ejemplo, determinados métodos de
enriquecimiento basados en MPS y/o MPSS) pueden incluir enfoques basados en la amplificacion (por ejemplo, PCR).
En determinadas implementaciones, pueden usarse métodos de amplificacion especificos de locus (por ejemplo, usando
cebadores de amplificacion especificos de locus). En determinadas implementaciones, puede usarse un enfoque de PCR
multiplex de alelos con SNP. En determinadas implementaciones, puede usarse un enfoque de PCR multiplex de alelos
con SNP en combinacién con secuenciacién uniplex. Por ejemplo, tal método puede incluir el uso de PCR multiplex (por
ejemplo, el sistema MASSARRAY) y la incorporacién de secuencias de sondas de captura en los amplicones seguido
por secuenciacion usando, por ejemplo, el sistema lllumina de MPSS. En determinadas implementaciones, puede usarse
un método de PCR multiplex de alelos con SNP junto con un sistema de tres cebadores y secuenciacion indexada. Por
ejemplo, dicho enfoque puede incluir el uso de PCR mudiltiplex (por ejemplo, sistema MASSARRAY) con cebadores que
tienen una primera sonda de captura incorporada en determinados cebadores de PCR directos especificos de locus y
secuencias adaptadoras incorporadas en los cebadores de PCR inversos especificos de locus, para generar de ese
modo amplicones, seguido por una PCR secundaria para incorporar las secuencias de captura inversa y los codigos de
barras de indice molecular para la secuenciacién usando, por ejemplo, el sistema lllumina de MPSS. En determinadas
implementaciones, puede usarse un método de PCR mudltiplex de alelos con SNP junto con un sistema de cuatro
cebadores y secuenciacion indexada. Por ejemplo, tal enfoque que puede involucrar el uso de PCR mudltiplex (por
ejemplo, sistema MASSARRAY) con cebadores que tienen secuencias adaptadoras incorporadas en los cebadores de
PCR directos especificos de locus e inversos especificos de locus, seguido de una PCR secundaria para incorporar las
secuencias de captura directa e inversa y los codigos de barra de indice molecular para la secuenciacion usando, por
ejemplo, el sistema lllumina de MPSS. En determinadas implementaciones, puede usarse un enfoque microfluidico. En
determinadas implementaciones, puede usarse un enfoque microfluidico basado en alineamientos. Por ejemplo, tal
método puede incluir el uso de un alineamiento microfluidico (por ejemplo, Fluidigm) para la amplificaciéon a una
multiplicidad baja y la incorporacién de sondas de indice y captura, seguido de secuenciacion. En determinadas
implementaciones, puede usarse un método microfluidico en emulsion, tal como, por ejemplo, PCR digital en gotas.

En determinadas implementaciones, pueden usarse métodos de amplificacion universales (por ejemplo, usando cebadores
de amplificacion universales o inespecificos de locus). En determinadas implementaciones, los métodos de amplificacion
universales pueden usarse en combinacion con enfoques de deteccion de interacciones (“pull-down”). En determinadas
implementaciones, un método puede incluir la deteccion de interacciones de Ultramer biotinilado (por ejemplo, ensayos de
deteccion de interacciones biotiniladas de Agilent o IDT) a partir de una biblioteca de secuenciacion amplificada de manera
universal. Por ejemplo, tal método puede implicar la preparacién de una biblioteca convencional, el enriquecimiento de
regiones seleccionadas mediante un ensayo de deteccién de interacciones y una etapa secundaria de amplificacion
universal. En determinadas implementaciones, los enfoques de deteccion de interacciones pueden usarse en combinacién
con métodos basados en ligamiento. En determinadas implementaciones, un método puede incluir la deteccion de
interacciones de Ultramer biotinilado con ligamiento de adaptador especifico de secuencia (por ejemplo, PCR HALOPLEX,
Halo Genomics). Por ejemplo, tal método puede incluir el uso de sondas selectoras para capturar fragmentos digeridos por
enzimas de restriccion, seguido del ligamiento de productos capturados a un adaptador, y la amplificacion universal seguida
de secuenciacién. En determinadas implementaciones, los enfoques de deteccion de interacciones pueden usarse en
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combinacion con métodos basados en extension y ligamiento. En determinadas implementaciones, un método puede incluir
la extensién y ligamiento de la sonda de inversidén molecular (MIP). Por ejemplo, tal enfoque puede incluir el uso de sondas
de inversion molecular en combinacién con adaptadores de secuencia seguido de amplificacion y secuenciacién universal.
En determinadas implementaciones, el ADN complementario puede sintetizarse y secuenciarse sin amplificacion.

En determinadas implementaciones, los enfoques de extensién y ligamiento pueden realizarse sin un componente
de deteccion de interacciones. En determinadas implementaciones, un método puede incluir hibridacién de
cebadores directos e inversos especificos de locus, extensién y ligamiento. Tales métodos pueden incluir ademas
amplificacion universal o sintesis de ADN complementario sin amplificacién, seguida de secuenciacion. Tales
métodos pueden reducir o excluir secuencias de fondo durante el andlisis, en determinadas implementaciones.

En determinadas implementaciones, los enfoques de deteccion de interacciones pueden usarse con un componente
de amplificacion opcional o sin componente de amplificacion. En determinadas implementaciones, un método puede
incluir un ensayo de deteccion de interacciones modificado y ligamiento con incorporacién completa de sondas de
captura sin amplificacion universal. Por ejemplo, tal método puede incluir el uso de sondas selectoras modificadas
para capturar fragmentos digeridos por enzimas de restriccion, seguido por el ligamiento de productos capturados
a un adaptador, amplificacién opcional y secuenciacion. En determinadas implementaciones, un método puede
incluir un ensayo de deteccion de interacciones biotiniladas con extensién y ligamiento de la secuencia adaptadora
en combinacion con ligamiento monocatenario circular. Por ejemplo, tal enfoque puede incluir el uso de sondas
selectoras para capturar regiones de interés (es decir, secuencias diana), extensién de las sondas, ligamiento de
adaptador, ligamiento monocatenario circular, amplificacién opcional y secuenciacién. En determinadas
implementaciones, el analisis del resultado de la secuenciacién puede separar las secuencias diana del fondo.

En algunas implementaciones, el acido nucleico se enriquece en fragmentos de una regién gendémica seleccionada (por
ejemplo, cromosoma) por medio del uso de uno o mas métodos de separaciéon basados en secuencia descritos en el
presente documento. La separacion basada en secuencia se basa generalmente en las secuencias de nucleétidos presentes
en los fragmentos de interés (por ejemplo, fragmentos diana y/o de referencia) y sustancialmente no presentes en otros
fragmentos de la muestra o presentes en una cantidad insustancial de los otros fragmentos (por ejemplo, el 5 % 0 menos).
En algunas implementaciones, la separacion basada en secuencia puede generar fragmentos diana separados y/o
fragmentos de referencia separados. Los fragmentos diana separados y/o fragmentos de referencia separados, se suelen
aislar de los fragmentos restantes en la muestra de acido nucleico. En determinadas implementaciones, los fragmentos
diana separados y los fragmentos de referencia separados se aislan ademas entre si (por ejemplo, se aislan en
compartimentos de ensayo separados). En determinadas implementaciones, los fragmentos diana separados y los
fragmentos de referencia separados se aislan juntos (por ejemplo, se aislan en el mismo compartimento de ensayo). En
algunas implementaciones, los fragmentos no unidos pueden retirarse diferencialmente, degradarse o digerirse.

En algunas implementaciones, se usa un procedimiento de captura de acido nucleico selectivo para separar los
fragmentos diana y/o de referencia de la muestra de acido nucleico. Los sistemas de captura de &cidos nucleicos
disponibles en el mercado incluyen, por ejemplo, el sistema de captura de secuencias Nimblegen (Roche NimbleGen,
Madison, WI); la plataforma BEADARRAY de lllumina (lllumina, San Diego, CA); la plataforma GENECHIP de Affymetrix
(Affymetrix, Santa Clara, CA); el sistema de enriquecimiento de diaans SureSelect de Agilent (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA); y plataformas relacionadas. Tales métodos implican normalmente la hibridacion de un oligonucleétido de
captura a un segmento o toda la secuencia de nucleétidos de un fragmento diana o de referencia y pueden incluir el uso
de una fase sélida (por ejemplo, alineamiento de fase sélida) y/o una plataforma a base de disolucién. Los oligonucleétidos
de captura (a veces denominados “cebo”) pueden seleccionarse o disefiarse de tal manera que se hibriden
preferiblemente con fragmentos de acido nucleico de regiones o locus genémicos seleccionados (por ejemplo, uno de
los cromosomas 21, 18, 13, X 0 Y, o un cromosoma de referencia). En determinadas implementaciones, puede utilizarse
un método basado en la hibridacion (por ejemplo, utilizando matrices de oligonucleétidos) para enriquecer en las
secuencias de acidos nucleicos de determinados cromosomas (por ejemplo, un cromosoma potencialmente aneuploide,
un cromosoma de referencia u otro cromosoma de interés) o segmentos de interés de los mismos.

En algunas implementaciones, el acido nucleico se enriquece en una longitud particular de fragmento de acido nucleico,
rango de longitudes o longitudes por debajo o por encima de un umbral o punto de corte particular usando uno o mas
métodos de separacion basados en la longitud. La longitud del fragmento de acido nucleico se refiere normalmente al
numero de nucledtidos en el fragmento. La longitud del fragmento de &cido nucleico se denomina ademas algunas veces
tamarfio del fragmento de acido nucleico. En algunas implementaciones, se realiza un método de separacién basado en
la longitud sin medir las longitudes de los fragmentos individuales. En algunas implementaciones, se realiza un método
de separacion basado en la longitud junto con un método para determinar la longitud de los fragmentos individuales. En
algunas implementaciones, la separacién basada en longitud se refiere a un procedimiento de fraccionamiento por
tamano, en el que la totalidad o parte de la combinacion fraccionada puede aislarse (por ejemplo, retenerse) y/o
analizarse. Los procedimientos de fraccionamiento por tamafnos se conocen en la técnica (por ejemplo, separacién en un
alineamiento, separacién mediante un tamiz molecular, separacion por electroforesis en gel, separacién por
cromatografia en columna (por ejemplo, columnas de exclusidon molecular) y enfoques basados en microfluidica). En
determinadas implementaciones, los métodos de separacion basados en la longitud pueden incluir circularizacion de
fragmentos, tratamiento quimico (por ejemplo, con formaldehido, polietilenglicol (PEG)), espectrometria de masas y/o
amplificacién de acido nucleico especifica de tamano, por ejemplo.
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Determinados métodos de separacion basados en la longitud que pueden usarse con los métodos descritos en el
presente documento usan un enfoque de marcaje con etiqueta de secuencia selectivo, por ejemplo. La expresion
“marcaje con etiqueta de secuencia” se refiere a incorporar una secuencia reconocible y distinta en un acido
nucleico o una poblacién de acidos nucleicos. La expresion “marcaje con etiqueta de secuencia”, tal como se usa
en el presente documento, tiene un significado diferente a la expresion “etiqueta de secuencia” que se describe
mas adelante en el presente documento. En tales métodos de marcaje con etiqueta de secuencia, &cidos nucleicos
de una especie de tamano de fragmento (por ejemplo, fragmentos cortos) se someten a marcaje con etiqueta
selectivo de secuencia en una muestra que incluye acidos nucleicos largos y cortos. Tales métodos implican
normalmente llevar a cabo una reaccion de amplificacion de acido nucleico usando un conjunto de cebadores
anidados que incluyen cebadores internos y cebadores externos. En determinadas implementaciones, uno o ambos
interiores pueden marcarse con una etiqueta para introducir de ese modo una etiqueta sobre el producto de
amplificacion diana. Generalmente, los cebadores externos no se hibridan con los fragmentos cortos que portan la
secuencia diana (interna). Los cebadores internos pueden hibridarse con los fragmentos cortos y generar un
producto de amplificacién que porta una etiqueta y la secuencia diana. Normalmente, el marcaje con etiqueta de
los fragmentos largos se inhibe a través de una combinacién de mecanismos que incluyen, por ejemplo, extension
blogueada de los cebadores internos por la hibridacion y extension previas de los cebadores externos. El
enriquecimiento en fragmentos marcados puede lograrse mediante cualquiera de una gran variedad de métodos
incluyendo, por ejemplo, digestion con exonucleasa de acido nucleico monocatenario y amplificacion de los
fragmentos marcados con etiqueta usando cebadores de amplificacion especificos para al menos una etiqueta.

Otro método de separacion basado en la longitud que puede usarse con los métodos descritos en el presente documento
implica someter una muestra de &cido nucleico a precipitacion con polietilenglicol (PEG). Los ejemplos de métodos
incluyen los descritos en las publicaciones de solicitud de patente internacional n.°s W02007/140417 y WO2010/115016.
Este método implica generalmente poner en contacto una muestra de acido nucleico con PEG en presencia de una o
mas sales monovalentes en condiciones suficientes para precipitar sustancialmente acidos nucleicos grandes sin
precipitar sustancialmente acidos nucleicos pequefios (por ejemplo, de menos de 300 nucledtidos).

Otro método de enriquecimiento basado en tamafio que puede usarse con los métodos descritos en el presente
documento implica la circularizacion mediante ligamiento, por ejemplo, con el uso de CircLigase. Los fragmentos
de acido nucleico cortos pueden circularizarse normalmente con una mayor eficiencia que los fragmentos largos.
Las secuencias no circularizadas pueden separarse de las secuencias circularizadas, y los fragmentos cortos
enriquecidos pueden usarse para un analisis adicional.

Biblioteca de acidos nucleicos

En algunas implementaciones, una biblioteca de &cidos nucleicos es una pluralidad de moléculas de polinucleétidos
(por ejemplo, una muestra de acidos nucleicos) que se preparan, ensamblan y/o modifican para un proceso
especifico, cuyos ejemplos no limitativos incluyen la inmovilizacién en una fase sélida (por ejemplo, un soporte
sélido, por ejemplo, una celda de flujo, una perla), enriquecimiento, amplificacion, clonacion, deteccién y/o
secuenciacion de &cidos nucleicos. En determinadas implementaciones, se prepara una biblioteca de &cidos
nucleicos antes o durante un proceso de secuenciacion. Una biblioteca de acidos nucleicos (por ejemplo, una
biblioteca de secuenciacién) se puede preparar mediante un método adecuado como se conoce en la técnica. Una
biblioteca de acidos nucleicos se puede preparar mediante un proceso de preparacion dirigido o no dirigido.

En algunas implementaciones, una biblioteca de acidos nucleicos se modifica para que comprenda un resto quimico
(por ejemplo, un grupo funcional) configurado para la inmovilizaciéon de acidos nucleicos en un soporte sélido. En
algunas implementaciones, una biblioteca de acidos nucleicos se modifica para que comprenda una biomolécula (por
ejemplo, un grupo funcional) y/o un miembro de un par de union configurado para la inmovilizacion de la biblioteca en
un soporte sélido, cuyos ejemplos no limitativos incluyen globulina de unién a tiroxina, proteinas de unién a esteroides,
anticuerpos, antigenos, haptenos, enzimas, lectinas, acidos nucleicos, represores, proteina A, proteina G, avidina,
estreptavidina, biotina, componente del complemento C1q, proteinas de uniéon a acidos nucleicos, receptores,
carbohidratos, oligonucleotidos, polinucledtidos, secuencias de acidos nucleicos complementarias, similares y
combinaciones de los mismos. Algunos ejemplos de pares de unién especificos incluyen, sin limitacion: un resto de
avidina y un resto de biotina; un epitopo antigénico y un anticuerpo o fragmento inmunol6gicamente