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DESCRIPCION

Método para determinar la fraccion de acidos nucleicos fetales libres de células en una muestra de sangre periférica
de una mujer embarazada y uso del mismo

Campo de la invencion

La presente divulgacion se refiere a determinar la fraccion de acidos nucleicos fetales libres de células en una muestra
de sangre periférica de una mujer embarazada y usos de los mismos.

Antecedentes

Desde 1977, los investigadores han encontrado sucesivamente ADN derivado del cancer en la sangre periférica de
pacientes con tumores; también confirmaron la presencia de ADN fetal libre de células (ADN-flc) en plasma de mujeres
embarazadas. La determinacion de la fraccion de ADN fetal libre de células en plasma de una mujer embarazada es
de gran importancia.

Los documentos W0O2013/132305 (The Chinese University de Hong Kong), WO2014/068075 (Genesupport SA) y Yu
et al. (2014) Proc. Natl.Acad. Sci. 111, 8583-8588) ejemplifican divulgaciones que buscan hacer uso de la distribucion
del tamafio de fragmentos de acidos nucleicos libres de células en muestras de sangre de mujeres embarazadas en
el contexto de pruebas fetales no invasivas para detectar anomalias genéticas fetales. Sin embargo, los métodos
actuales para determinar la fraccion de acidos nucleicos fetales libres de células en dichas muestras biolégicas quedan
por mejorar. Un objeto de la presente divulgacion es proporcionar un método capaz de determinar de forma precisa y
eficaz la fraccion de acidos nucleicos fetales libres de células en una muestra de sangre materna.

En la actualidad, existen dos direcciones principales para estimar la fraccion de ADN fetal libre de células en sangre
periférica: (1) aprovechar las diferentes respuestas de los fragmentos de ADN materno y los fragmentos de ADN fetal
libre de células en las células mononucleares de la sangre periférica materna a la metilacion de marcadores
especificos; (2) seleccionar una pluralidad de sitios SNP representativos en base a las diferencias entre los sitios de
polimorfismo de un solo nucledtido (SNP). Ambos métodos tienen una cierta limitacion: EI método (1) requiere una
gran cantidad de plasma, y el método (2) requiere captura de sonda y alta profundidad de secuenciacion, o requiere
la obtencién de informacion de los progenitores. Sin embargo, hasta ahora no se ha publicado ningun informe sobre
la estimacion de la fraccion de ADN fetal libre de células con secuenciacion del genoma completo a una profundidad
de cobertura baja. Los estudios han demostrado que los fragmentos de ADN fetal libres de células en la circulacion
sanguinea materna, la mayoria de los cuales tienen menos de 313 pb, son generalmente mas cortos que los
fragmentos de ADN materno libres de células. Bajo esta inspiracion, los inventores han inventado un procedimiento
para estimar la fraccion de ADN fetal libre de células en base a la secuenciacion del plasma de la mujer embarazada,
y cuyo método tiene amplias aplicaciones.

Resumen de la invencién

La presente invencién proporciona un método para determinar la fraccién de acidos nucleicos fetales libres de células
en una muestra de sangre periférica de una mujer embarazada, que comprende:

(i) realizar la secuenciacion sobre acidos nucleicos libres de células contenidos en la muestra para obtener un resultado
de la secuenciacion que consiste en una pluralidad de datos de secuenciacion;

(ii) determinar el nimero de acidos nucleicos libres de células de una longitud que cae en un rango predeterminado
en la muestra en base al resultado de la secuenciacion; y

(iii) determinar la fraccion de acidos nucleicos fetales libres de células en la muestra en base al niumero de acidos
nucleicos libres de células de una longitud que cae en el rango predeterminado, en el que se determina dicho rango
predeterminado antes de la etapa (i) mediante las siguientes etapas:

(a) determinar las longitudes de los acidos nucleicos libres de células en una pluralidad de muestras de sangre
periférica de control de mujeres embarazadas en cada una de las cuales se conoce la fraccion de acidos nucleicos
fetales libres de células;

(b) establecer una pluralidad de rangos de longitud candidatos y determinar el porcentaje de acidos nucleicos libres
de células obtenidos de cada una de la pluralidad de muestras de control presentes en cada rango de longitud
candidato;

(c) determinar un coeficiente de correlacion para cada rango de longitud candidato en base al porcentaje de acidos
nucleicos libres de células obtenidos de cada una de la pluralidad de muestras de control presentes en cada rango de
longitud candidato y la fraccion conocida de acidos nucleicos fetales libres de células en cada una de las muestras de
control; y

(d) determinar al menos un rango de longitud candidato o una combinacion de los rangos de longitud candidatos como
el rango predeterminado en base al coeficiente de correlaciéon maximo.
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En las realizaciones de la presente divulgacion, los acidos nucleicos libres de células en la muestra bioldgica se
secuencian mediante secuenciacion de extremos emparejados, secuenciacion de un solo extremo o secuenciacion de
una sola molécula. Por lo tanto, se pueden obtener faciimente longitudes de los acidos nucleicos libres de células, lo
que conduce a las etapas posteriores.

En las realizaciones de la presente divulgacion, los acidos nucleicos libres de células son ADN.

En las realizaciones de la presente divulgacion, determinar el nimero de acidos nucleicos libres de células de una
longitud que cae en el rango predeterminado en la muestra bioldgica en base al resultado de la secuenciacion incluye
adicionalmente: alinear el resultado de la secuenciaciéon con un genoma de referencia, para construir un conjunto de
datos que consiste en una pluralidad de lecturas mapeadas de forma uUnica, donde cada lectura en el conjunto de
datos se puede mapear a una unica posicion del genoma de referencia; determinar la longitud del acido nucleico libre
de células que corresponde a cada lectura mapeada de forma Unica en el conjunto de datos; y determinar el nimero
de acidos nucleicos libres de células de una longitud que cae en el rango predeterminado. Por lo tanto, el nimero de
acidos nucleicos libres de células de una longitud que cae en el rango predeterminado en la muestra bioldgica se
puede determinar facilimente, lo que da lugar a un resultado preciso y confiable y una buena reproducibilidad.

En las realizaciones de la presente divulgacion, determinar la longitud del acido nucleico libre de células que
corresponde a cada lectura mapeada de forma Unica en el conjunto de datos incluye adicionalmente: determinar la
longitud de cada lectura mapeada de forma uUnica en el genoma de referencia como la longitud del acido nucleico libre
de células que corresponde a la lectura. Por lo tanto, la longitud del acido nucleico libre de células que corresponde a
cada lectura alineada de forma unica en el conjunto de datos se puede determinar con precision.

En las realizaciones de la presente divulgacion, en el caso de que los acidos nucleicos libres de células en la muestra
bioldgica se secuencien mediante secuenciacion de extremos emparejados, la determinacion de la longitud del acido
nucleico libre de células que corresponde a cada lectura mapeada de forma Unica en el conjunto de datos incluye:
determinar la posicion que corresponde al genoma de referencia del extremo 5’ del acido nucleico libre de células en
base a los datos de secuenciacion para el extremo 5 de cada lectura mapeada de forma Unica obtenida en la
secuenciacion de extremos emparejados; determinar la posicion que corresponde al genoma de referencia del extremo
3’ del acido nucleico libre de células en base a los datos de secuenciacion en el otro extremo de la misma lectura
mapeada de forma Unica obtenida en la secuenciacion de extremos emparejados; y determinar la longitud del acido
nucleico libre de células en base a la posicion del extremo 5’ del acido nucleico libre de células y la posicion del
extremo 3’ del acido nucleico libre de células. Por lo tanto, la longitud del acido nucleico libre de células que
corresponde a cada lectura mapeada de forma Unica en el conjunto de datos se puede determinar con precision.

El rango predeterminado se determina en base a una pluralidad de muestras de control, en cada una de las cuales se
conoce la fraccion de acidos nucleicos fetales libres de células. Por lo tanto, el rango predeterminado se puede
determinar como un resultado preciso y confiable.

En las realizaciones de la presente divulgacion, el rango predeterminado se determina en base a al menos 20 muestras
de control.

En las realizaciones de la presente divulgacion, el rango de longitud candidato es de un tramo de 5 pb a 20 pb.
En las realizaciones de la presente divulgacion, el rango de longitud candidato es de un tramo de 1 pb a 20 pb.

En las realizaciones de la presente divulgacion, la pluralidad de rangos de longitud candidatos tiene un tamafio de
etapa de 1 pb a 2 pb.

En las realizaciones de la presente divulgacion, determinar la fraccion de acidos nucleicos fetales libres de células en
la muestra en base al nimero de acidos nucleicos libres de células de una longitud que cae en el rango predeterminado
incluye adicionalmente:

determinar el porcentaje de acidos nucleicos libres de células presentes en el rango predeterminado en base al nimero
de acidos nucleicos libres de células de una longitud que cae en el rango predeterminado; y

determinar la fraccion de acidos nucleicos fetales libres de células en la muestra, en base al porcentaje de acidos
nucleicos libres de células presentes en el rango predeterminado, de acuerdo con una funcién predeterminada, en la
que la funcién predeterminada se determina en base a la pluralidad de muestras de control. Por lo tanto, la fraccién
de acidos nucleicos fetales libres de células en la muestra se puede determinar de manera €ficiente, lo que da lugar a
un resultado preciso y confiable y una buena reproducibilidad.

En las realizaciones de la presente divulgacion, la funcion predeterminada se obtiene mediante las siguientes etapas:

(i) determinar el porcentaje de acidos nucleicos libres de células obtenidos de cada muestra de control presente en el
rango predeterminado; y

(ii) ajustar el porcentaje de acidos nucleicos libres de células obtenido de cada muestra de control presente en el rango
predeterminado con la fraccién conocida de acidos nucleicos fetales libres de células para determinar la funcién
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predeterminada. Por lo tanto, la funcién predeterminada se puede determinar con precision y eficacia, lo que conduce
a las etapas posteriores.

En las realizaciones de la presente divulgacion, el porcentaje de acidos nucleicos libres de células obtenido de cada
muestra de control presente en el rango predeterminado se ajusta con la fracciéon conocida de acidos nucleicos fetales
libres de células mediante un ajuste lineal.

A modo de ejemplo, el rango predeterminado es de 185 pb a 204 pb. A modo de ejemplo, como se ilustra en la
ejemplificacion, la funcion predeterminada puede ser d = 0.0334*p+1.6657, donde d representa la fraccion de acidos
nucleicos fetales libres de células, y p representa el porcentaje de acido nucleico libre de células presente en el rango
predeterminado.

En las realizaciones de la presente divulgacion, la muestra de control es una muestra de sangre periférica obtenida
de una mujer embarazada con un feto masculino normal, en la que se sabe que la fraccion de acidos nucleicos fetales
libres de células se determina por el cromosoma Y. Por lo tanto, se determina el rango predeterminado con precision.

En las realizaciones de la presente divulgacion, la fraccion de acidos nucleicos fetales libres de células en la muestra
de control es una fraccion de ADN fetal libre de células que se estima por el cromosoma Y. Por lo tanto, el rango
predeterminado se puede determinar al utilizar eficientemente la fraccién de acidos nucleicos fetales libres de células
de la muestra de control, y luego el numero de acidos nucleicos libres de células de una longitud que cae en el rango
predeterminado y se puede determinar adicionalmente la fraccion de ADN fetal libre de células en una muestra
obtenida de una mujer embarazada bajo deteccion.

Cabe sefialar que, el método para determinar la fraccién de acidos nucleicos fetales libres de células en una muestra
de sangre materna de acuerdo con la presente divulgacion tiene al menos las siguientes ventajas:

1) Universalidad: se pueden estimar las fracciones de ADN fetal libre de células (en particular feto femenino) en todas
las muestras que cumplen con el control de calidad.

2) Se puede mejorar la precision de la deteccion de NIPT.

3) Simplicidad operativa: las fracciones de ADN fetal libres de células se pueden estimar directamente simplemente
utilizando datos fuera de linea.

En un aspecto adicional, la presente invencion proporciona un método para determinar el sexo de gemelos. Dicho
método incluye: realizar la secuenciacion sobre acidos nucleicos libres de células contenidos en una muestra de
sangre periférica obtenida de una mujer embarazada con gemelos, para obtener un resultado de la secuenciacion que
consiste en una pluralidad de datos de secuenciacion; determinar una primera fracciéon de ADN fetal libre de células
en base a los datos de secuenciacion mediante el método de la invenciéon descrito anteriormente; determinar una
segunda fraccion de ADN fetal libre de células en base a los datos de secuenciacion derivados del cromosoma Y en
el resultado de la secuenciacion; y determinar el sexo de los gemelos en base a la primera fraccion de ADN fetal libre
de células y la segunda fraccion de ADN fetal libre de células. Los inventores han encontrado sorprendentemente que
el sexo de los gemelos en una mujer embarazada se puede determinar de forma precisa y eficaz mediante este
método.

En las realizaciones de la presente divulgacion, la segunda fraccion de ADN fetal libre de células se determina de
acuerdo con la siguiente formula:

fra.cry=(cry.ER%-Mujer.cry.ER%)/(Hombre.cry.ER%-Mujer.cry.ER%)*100%

donde fra.cry representa la segunda fraccion de ADN fetal libre de células, cry.ER% representa un porcentaje de los
datos de secuenciacion derivados del cromosoma Y en el resultado de la secuenciacion de los datos de secuenciacion
totales; Mujer.cry.ER% representa un porcentaje promedio de los datos de secuenciacién de acidos nucleicos libres
de células alineados con el cromosoma Y en una muestra de sangre periférica obtenida de una mujer embarazada
predeterminada para estar con un feto femenino normal para los datos de secuenciacion totales de los mismos; y
Hombre.cry.ER% representa un porcentaje promedio de los datos de secuenciacion de acidos nucleicos libres de
células derivados del cromosoma Y en una muestra de sangre periférica obtenida de un hombre sano para los datos
de secuenciacion totales de los mismos.

Por lo tanto, la segunda fraccién de ADN fetal libre de células se puede determinar con precision.

En las realizaciones de la presente divulgacion, la determinacion del sexo de los gemelos en base a la primera fraccion
de ADN fetal libre de células y la segunda fraccion de ADN fetal libre de células incluye adicionalmente: (a) determinar
una relacion de la segunda fraccion de ADN fetal libre de células con la primera fraccién de ADN fetal libre de células;
y (b) determinar el sexo de los gemelos al comparar la relacién determinada en (a) con un primer umbral
predeterminado y un segundo umbral predeterminado, en el que el primer umbral se ha determinado en base a una
pluralidad de muestras de control obtenidas de mujeres embarazadas conocidas por tener gemelos femeninos y el
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segundo umbral se ha determinado en base a una pluralidad de muestras de control obtenidas de mujeres
embarazadas que se sabe que tienen gemelos varones.

Ambos fetos de los gemelos se determinan como femeninos si la relacion de la segunda fraccion de ADN fetal libre
de células con la primera fraccion de ADN fetal libre de células es menor que el primer umbral, ambos fetos de los
gemelos se determinan como masculinos si la relacion de la segunda fraccion de ADN fetal libre de células con la
primera fraccion de ADN fetal libre de células es mayor que el segundo umbral, y se determina que los gemelos
incluyen un feto masculino y un feto femenino si la relacion de la segunda fraccion de ADN fetal libre de células con la
primera fraccion de ADN fetal libre de células es igual al primer umbral o al segundo umbral, o entre el primer umbral
y el segundo umbral.

En las realizaciones de la presente divulgacion, el primer umbral es 0.35 y el segundo umbral es 0.7.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un método para detectar una aneuploidia cromosémica de
gemelos. Dicho método incluye:

realizar la secuenciacion sobre acidos nucleicos libres de células contenidos en una muestra de sangre periférica
obtenida de una mujer embarazada con gemelos para obtener un resultado de la secuenciacion que consiste en una
pluralidad de datos de secuenciacion;

determinar una primera fraccion de ADN fetal libre de células en base a los datos de secuenciacién mediante el método
de la invencion descrito anteriormente;

determinar una tercera fraccion de ADN fetal libre de células en base a los datos de secuenciacion derivados de un
cromosoma predeterminado en el resultado de la secuenciacion; y

determinar si los gemelos bajo deteccion tienen aneuploidia con respecto al cromosoma predeterminado en base a la
primera fraccion de ADN fetal libre de células y la tercera fracciéon de ADN fetal libre de células.

Por lo tanto, la aneuploidia cromosémica de los gemelos se puede detectar con precision y eficacia.

En las realizaciones de la presente divulgacion, la tercera fraccion de ADN fetal libre de células se determina de
acuerdo con la siguiente formula:

fra.cri= 2*(cri. ER%/ajuste.cri.ER%-1)*100%, donde fra.cri representa la tercera fraccion de ADN fetal libre de células,
i representa un nimero de serie del cromosoma predeterminado e i es cualquier entero en el rango de 1 a 22; cri.ER%
representa un porcentaje de los datos de secuenciacion derivados del cromosoma predeterminado en el resultado de
la secuenciacion para los datos de secuenciacion totales; ajuste.cri ER% representa un porcentaje promedio de los
datos de secuenciacion de acidos nucleicos libres de células derivados del cromosoma predeterminado en una
muestra de sangre periférica obtenida de una mujer embarazada predeterminada para estar con gemelos normales
para los datos de secuenciacion totales de los mismos.

Por lo tanto, la tercera fraccion de ADN fetal libre de células se puede determinar con precision.

En las realizaciones de la presente divulgacion, determinar si los gemelos bajo deteccion tienen aneuploidia con
respecto al cromosoma predeterminado en base a la primera fraccion de ADN fetal libre de células y la tercera fraccion
de ADN fetal libre de células incluye adicionalmente: (a) determinar una relacion de la tercera fraccion de ADN fetal
libre de células con la primera fraccion de ADN fetal libre de células; y (b) determinar si los gemelos bajo deteccion
tienen aneuploidia con respecto al cromosoma predeterminado al comparar la relacion determinada en (a) con un
tercer umbral predeterminado y un cuarto umbral predeterminado y en el que el tercer umbral se ha determinado en
base a una pluralidad de muestras de control obtenidas de mujeres embarazadas con gemelos que se sabe que no
tienen aneuploidia con respecto al cromosoma predeterminado, y el cuarto umbral se ha determinado con base en
una pluralidad de muestras de control obtenidas de mujeres embarazadas con gemelos que se sabe que tienen
aneuploidia con respecto al cromosoma predeterminado.

Se determina que ambos fetos de los gemelos no tienen aneuploidia con respecto al cromosoma predeterminado si
la relacién de la tercera fraccion de ADN fetal libre de células con la primera fraccién de ADN fetal libre de células es
menor que el tercer umbral, se determina que ambos fetos de los gemelos tienen aneuploidia con respecto al
cromosoma predeterminado si la relaciéon de la tercera fraccion de ADN fetal libre de células con la primera fraccion
de ADN fetal libre de células es mayor que el cuarto umbral, y se determina que un feto de los gemelos tiene
aneuploidia con respecto al cromosoma predeterminado, mientras que se determina que el otro feto de los gemelos
no tiene aneuploidia con respecto al cromosoma predeterminado si la relacion de la tercera fraccion de ADN fetal libre
de células con la primera fraccion de ADN fetal libre de células es igual al tercer umbral o el cuarto umbral, o entre el
tercer umbral y el cuarto umbral.

En las realizaciones de la presente divulgacion, el tercer umbral es 0.35 y el cuarto umbral es 0.7.

En las realizaciones de la presente divulgacion, el cromosoma predeterminado es al menos uno seleccionado de los
cromosomas 18, 21y 23.
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En todavia un aspecto adicional, la presente invencién proporciona un método para determinar una aneuploidia
cromosomica de gemelos que incluye:

realizar la secuenciacion sobre acidos nucleicos libres de células contenidos en una muestra de sangre periférica
obtenida de una mujer embarazada con gemelos, para obtener un resultado de la secuenciacion que consiste en una
pluralidad de datos de secuenciacion y determinar a partir de ellos la fraccion de acidos nucleicos fetales libres de
células como una primera fraccion de ADN fetal libre de células mediante el método de la invencién como se describid
anteriormente;

determinar una fraccién x; del numero de datos de secuenciacion derivados del cromosoma i en el resultado de la
secuenciacioén para los datos de secuenciacion totales, donde i representa un nimero de serie del cromosoma, e i es
cualquier entero en el rango de 1 a 22;

determinar una puntuacion T del cromosoma i de acuerdo con Ti= (X~ui)/oi, donde i representa el numero de serie del
cromosoma e i es cualquier entero en el rango de 1 a 22, u; representa un porcentaje promedio de los datos de
secuenciacion del cromosoma i seleccionado como un sistema de referencia en una base de datos de referencia para
los datos de secuenciacion totales del mismo, oi representa una desviacion estandar de los porcentajes de los datos
de secuenciacion del cromosoma i seleccionado como un sistema de referencia en la base de datos de referencia
para los datos de secuenciacion totales del mismo,

determinar una puntuacion L del cromosoma i de acuerdo con L= log(d(Ta))/log(d(T2i,a)), donde i representa el
numero de serie del cromosoma e i es cualquier entero en el rango de 1 a 22, T2; = (Xui*(1fra/2))/oi; d(T,a) y d(T2;a)
representan la funcion de densidad de probabilidad de distribucion t, donde a representa el grado de libertad y fra
representa dicha primera fraccion de ADN fetal libre de células;

graficar un diagrama de cuatro cuadrantes con T como coordenada vertical y L como coordenada horizontal mediante
la zonificacion con una primera linea recta donde T = quinto umbral predeterminado y una segunda linea recta donde
L = sexto umbral predeterminado, en el que se determina que ambos fetos de los gemelos tienen un trisoma si se
determina que una muestra bajo deteccion tiene una puntuacion T y una puntuacion L que cae en un primer cuadrante;
se determina que un feto de los gemelos tiene un trisoma y se determina que el otro feto de los gemelos es normal si
se determina que una muestra bajo deteccién tiene una puntuaciéon T y una puntuacion L que cae en un segundo
cuadrante; se determina que ambos fetos de los gemelos son normales si se determina que una muestra bajo
deteccion tiene una puntuacion T y una puntuacion L que cae en un tercer cuadrante y se determina que los gemelos
han dado lugar a una fraccion fetal baja si se determina que una muestra bajo deteccion tiene una puntuacion T y una
puntuacién L que cae en un cuarto cuadrante, de tal manera que no se adopta el resultado. Los inventores han
encontrado sorprendentemente que la determinacion de si los gemelos tienen aneuploidia con respecto a un
cromosoma predeterminado se puede lograr de forma precisa y eficaz mediante este método.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un método para detectar quimera fetal que incluye:

realizar la secuenciacion sobre acidos nucleicos libres de células contenidos en una muestra de sangre periférica
obtenida de una mujer embarazada con un feto, opcionalmente un feto masculino, para obtener un resultado de la
secuenciacién que consiste en una pluralidad de datos de secuenciacion;

determinar una primera fraccion de ADN fetal libre de células en base a los datos de secuenciacién mediante el método
de la invencion descrito anteriormente,

determinar una tercera fraccion de ADN fetal libre de células en base a los datos de secuenciacion derivados de un
cromosoma predeterminado en el resultado de la secuenciacion; y

determinar si el feto bajo deteccion tiene quimera fetal con respecto al cromosoma predeterminado en base a la
primera fraccion de ADN fetal libre de células y la tercera fraccion de ADN fetal libre de células.

Por lo tanto, se puede analizar con precision si el feto bajo deteccién tiene quimera fetal con respecto a un cromosoma
especifico.

En las realizaciones de la presente divulgacion, la tercera fraccion de ADN fetal libre de células se determina mediante
la siguiente férmula:

fra.cri= 2*(cri. ER%/ajuste.cri.ER%-1)*100%, donde fra.cri representa la tercera fraccion de ADN fetal libre de células,
i representa un nimero de serie del cromosoma predeterminado e i es cualquier entero en el rango de 1 a 22; cri.ER%
representa un porcentaje de los datos de secuenciacion derivados del cromosoma predeterminado en el resultado de
la secuenciacion de los datos de secuenciacion totales; ajuste.criER% representa un porcentaje promedio de los
datos de secuenciaciéon de acidos nucleicos libres de células derivados del cromosoma predeterminado en una
muestra de sangre periférica obtenida de una mujer embarazada predeterminada para estar con un feto para los datos
de secuenciacion totales del mismo. Por lo tanto, si el feto bajo deteccion tiene quimera fetal con respecto al
cromosoma especifico se puede analizar con una eficacia mejorada adicional.
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En las realizaciones de la presente divulgacion, determinar si el feto bajo deteccion tiene quimera fetal con respecto
al cromosoma predeterminado en base a la primera fraccion de ADN fetal libre de células y la tercera fraccion de ADN
fetal libre de células incluye adicionalmente: (a) determinar una relacion de la tercera fraccion de ADN fetal libre de
células con la primera fraccion de ADN fetal libre de células; y (b) determinar si el feto bajo deteccion tiene quimera
con respecto al cromosoma predeterminado al comparar la relacion determinada en (a) con una pluralidad de umbrales
predeterminados. Por lo tanto, si el feto bajo deteccion tiene quimera fetal con respecto al cromosoma especifico se
puede analizar con una eficacia mejorada adicional.

En las realizaciones de la presente divulgacion, la pluralidad de umbrales predeterminados incluye al menos uno
seleccionado de:

un séptimo umbral, determinado en base a una pluralidad de muestras de control con el cromosoma predeterminado
que se sabe es un monosoma completo,

un octavo umbral, determinado en base a una pluralidad de muestras de control con el cromosoma predeterminado
que se sabe es una quimera monosoma,

un noveno umbral, determinado en base a una pluralidad de muestras de control con el cromosoma predeterminado
que se sabe que es normal,

un décimo umbral, determinado en base a una pluralidad de muestras de control con el cromosoma predeterminado
que se sabe es un trisoma completo.

Se determina que el cromosoma predeterminado del feto bajo deteccién es un monosoma completo, si la relacion de
la tercera fraccion de ADN fetal libre de células con la primera fraccién de ADN fetal libre de células es menor que el
séptimo umbral;

se determina que el cromosoma predeterminado del feto bajo deteccion es una quimera monosoma, si la relacién de
la tercera fraccion de ADN fetal libre de células con la primera fraccion de ADN fetal libre de células no es menor que
el séptimo umbral ni mayor que el octavo umbral;

se determina que el cromosoma predeterminado del feto bajo deteccion es normal, si la relacion de la tercera fraccion
de ADN fetal libre de células con la primera fraccion de ADN fetal libre de células es mayor que el octavo umbral y
menor que el noveno umbral;

se determina que el cromosoma predeterminado del feto bajo deteccion es una quimera trisoma, si la relacion de la
tercera fraccion de ADN fetal libre de células con la primera fraccion de ADN fetal libre de células no es menor que el
noveno umbral ni superior al décimo umbral; y

se determina que el cromosoma predeterminado del feto bajo deteccion es un trisoma completo, si la relacion de la
tercera fraccion de ADN fetal libre de células con la primera fraccion de ADN fetal libre de células es mayor que el
décimo umbral.

En las realizaciones de la presente divulgacion, el séptimo umbral es mayor que -1 y menor que 0, por ejemplo -0.85;
el octavo umbral es mayor que el séptimo umbral y menor que 0, por ejemplo, -0.3;

el noveno umbral es mayor que 0 y menor que 1, por ejemplo 0.3; y

el décimo umbral es mayor que el noveno umbral y menor que 1, por ejemplo 0.85.

Por lo tanto, si el feto bajo deteccion tiene quimera fetal con respecto a un cromosoma especifico, se puede analizar
con una eficacia mejorada adicional.

En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona un método para detectar quimera fetal que incluye:

realizar la secuenciacion sobre los acidos nucleicos libres de células contenidos en una muestra de sangre periférica
obtenida de una mujer embarazada con un feto para obtener un resultado de la secuenciaciéon que consiste en una
pluralidad de datos de secuenciacion y determinar a partir de ellos la fraccion de acidos nucleicos fetales libres de
células como una primera fraccion de ADN fetal libre de células mediante el método de la invencién como se describid
anteriormente;

determinar una fraccién x; del numero de datos de secuenciacion derivados del cromosoma i en el resultado de la
secuenciacioén para los datos de secuenciacion totales, donde i representa un nimero de serie del cromosoma, e i es
cualquier entero en el rango de 1 a 22;

determinar una puntuacion T del cromosoma i de acuerdo con Ti(X-ui)/oi, donde i representa el numero de serie del
cromosoma e i es cualquier entero en el rango de 1 a 22, yj representa un valor promedio de porcentajes de datos de
secuenciacion del cromosoma i seleccionado como un sistema de referencia en una base de datos de referencia para
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los datos de secuenciacion totales del mismo, oi representa una desviacion estandar de los porcentajes de los datos
de secuenciacion del cromosoma i seleccionado como un sistema de referencia en la base de datos de referencia
para los datos de secuenciacion totales del mismo;

determinar una puntuacion L del cromosoma i de acuerdo con L; = log(d(T;a))/log(d(T2i,a)), donde i representa el
numero de serie del cromosoma e i es cualquier entero en el rango de 1 a 22, T2; = (Xui*(1fra/2))/oi; d(T,a) y d(T2;a)
representan la funcion de densidad de probabilidad de distribucion t, a representa el grado de libertad y fra representa
dicha primera fraccion de ADN fetal libre de células;

graficar un diagrama de cuatro cuadrantes con T como coordenada vertical y L como coordenada horizontal mediante
zonificacion con una tercera linea recta donde T = undécimo umbral predeterminado y una cuarta linea recta donde L
= duodécimo umbral predeterminado, cuando la puntuacion T no es mayor que 0,

en el que se determina que el feto tiene un monosoma completo o quimera monosoma con respecto al cromosoma
predeterminado, si se determina que una muestra bajo deteccién tiene una puntuacion T y una puntuacion L que cae
en un primer cuadrante;

se determina que el feto tiene una quimera monosoma con respecto al cromosoma predeterminado, si se determina
que una muestra bajo deteccion tiene una puntuacion T y una puntuacién L que cae en un segundo cuadrante;

se determina que el feto es normal con respecto al cromosoma predeterminado, si se determina que una muestra bajo
deteccion tiene una puntuacion T y una puntuacion L que cae en un tercer cuadrante y

se determina que el feto ha dado lugar a una fraccion fetal baja si se determina que una muestra bajo deteccion tiene
una puntuacion T y una puntuacion L que cae en un cuarto cuadrante, de tal manera que no se adopta el resultado,

graficar un diagrama de cuatro cuadrantes con T como coordenada vertical y L como coordenada horizontal mediante
la zonificaciéon con una quinta linea recta donde T = decimotercero umbral predeterminado y una sexta linea recta
donde L = decimocuarto umbral predeterminado, cuando la puntuacién T es mayor que 0,

en el que se determina que el feto tiene un trisoma o quimera trisoma completa con respecto al cromosoma
predeterminado, si se determina que una muestra bajo deteccién tiene una puntuacion T y una puntuacion L que cae
en un primer cuadrante;

se determina que el feto tiene una quimera trisoma con respecto al cromosoma predeterminado, si se determina que
una muestra bajo deteccion tiene una puntuaciéon T y una puntuacién L que cae en un segundo cuadrante;

se determina que el feto es normal con respecto al cromosoma predeterminado, si se determina que una muestra bajo
deteccion tiene una puntuacion T y una puntuacion L que cae en un tercer cuadrante;

se determina que el feto ha dado lugar a una fraccion fetal baja si se determina que una muestra bajo deteccion tiene
una puntuacion T y una puntuacion L que cae en un cuarto cuadrante, de tal manera que no se adopta el resultado,

opcionalmente, el undécimo umbral y el decimotercero umbral son cada uno independientemente 3, y el duodécimo
umbral y el decimocuarto umbral son cada uno independientemente 1.

Por lo tanto, las situaciones de quimera fetal se pueden analizar de manera eficiente.

Los aspectos y ventajas adicionales de las realizaciones de la presente divulgacion se daran en parte en las siguientes
descripciones, se haran evidentes en parte a partir de las siguientes descripciones, o se aprenderan de la practica de
las realizaciones de la presente divulgacion.

Breve descripcion de los dibujos

Estos y otros aspectos y ventajas de las realizaciones de la presente divulgacion resultaran evidentes y se apreciaran
mas facilmente a partir de las siguientes descripciones realizadas con referencia a los dibujos, en los que:

La Fig. 1 es un diagrama de flujo que muestra un método para determinar una fraccion de acidos nucleicos libres de
células en una muestra bioldgica de acuerdo con una realizacion de la presente divulgacion.

La Fig. 2 es un diagrama de flujo que muestra un método para determinar el numero de acidos nucleicos libres de
células en una longitud que cae en un rango predeterminado de acuerdo con una realizacién de la presente
divulgacion.

La Fig. 3 es un diagrama de flujo que muestra un método para determinar la longitud del acido nucleico libre de células
de acuerdo con una realizacion de la presente divulgacion.

La Fig. 4 es un diagrama de flujo que muestra un método para determinar un rango predeterminado de acuerdo con
una realizacion de la presente divulgacion.
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La Fig. 5 es un diagrama de flujo que muestra un método para determinar una fraccion de acidos nucleicos libres de
células de una fuente predeterminada en una muestra biolégica de acuerdo con una realizacién de la presente
divulgacion.

La Fig. 6 es un diagrama de flujo que muestra un método para determinar una funcién predeterminada de acuerdo
con una realizacion de la presente divulgacion.

La Fig. 7 es un diagrama estructural de un dispositivo para determinar una fracciéon de acidos nucleicos libres de
células de una fuente predeterminada en una muestra biolégica mediante un método de acuerdo con una realizacion
de la presente divulgacion.

La Fig. 8 es un diagrama estructural de un aparato de recuento para uso en llevar a cabo un método de acuerdo con
una realizacion de la presente divulgacion.

La Fig. 9 es un diagrama estructural de una primera unidad de determinacion de longitud para uso en llevar a cabo un
método de acuerdo con una realizacion de la presente divulgacion.

La Fig. 10 es un diagrama estructural de un aparato de determinacion de rango predeterminado para uso en llevar a
cabo un método de acuerdo con una realizacién de la presente divulgacion.

La Fig. 11 es un diagrama estructural de un aparato para determinar una fraccion de acidos nucleicos libres de células
para uso en llevar a cabo un método de acuerdo con una realizacion de la presente divulgacion.

La Fig. 12 es un diagrama estructural de un aparato de determinacion de funcion predeterminada para uso en llevar a
cabo un método de acuerdo con una realizacién de la presente divulgacion.

La Fig. 13 es un diagrama de ajuste lineal del coeficiente de correlacion entre la fraccién de ADN fetal libre de células
estimada por el cromosoma Y y el porcentaje de moléculas de ADN presentes en el rango de longitud de 185 pb ~
204 pb para cada muestra obtenida de 37 mujeres embarazadas que se sabe tienen un feto masculino normal, de
acuerdo con una realizacion de la presente invencion; y

Las Fig. 14 al final son diagramas de cuatro cuadrantes para puntuaciones T y puntuaciones L de 11 muestras bajo
deteccién de acuerdo con una realizacion de la presente invencion.

Descripcion detallada

Las realizaciones de la presente divulgacion se describiran en detalle a continuacion, que son explicativas, ilustrativas
y se utilizan para explicar en general la presente divulgacion, por lo que no se interpretara que limitan la presente
divulgacion.

Método para determinar una fraccion de acidos nucleicos fetales libres de células en una muestra de sangre periférica
de una mujer embarazada

Como se indico anteriormente en el presente documento, los inventores han encontrado sorprendentemente que la
fraccion de acidos nucleicos fetales en una muestra de sangre periférica obtenida de una mujer embarazada se puede
determinar de forma precisa y eficaz mediante el método de la presente divulgacion.

La fraccion de acidos nucleicos fetales libres de células, significa la fraccion del niumero de acidos nucleicos fetales
libres de células para el nimero total de acidos nucleicos libres de células en la sangre periférica obtenida de la mujer
embarazada, que a veces también se conoce como “fraccion de ADN fetal libre de células en la sangre periférica
obtenida de la mujer embarazada” o “fraccion de ADN fetal libre de células”.

Con referencia a la Fig. 1, el método incluye las siguientes etapas.
S100: secuenciacién de acido nucleico

Los acidos nucleicos libres de células en la muestra bioldgica se secuencian para obtener un resultado de la
secuenciacion que consiste en una pluralidad de datos de secuenciacion. La muestra biolégica es una muestra de
sangre periférica obtenida de una mujer embarazada. El acido nucleico libre de células de la fuente predeterminada
son acidos nucleicos fetales libres de células en la muestra de sangre periférica. Cabe sefialar que el término “datos
de secuenciacion” utilizado en el presente documento se refiere a “lecturas de secuencia”, que corresponden a acidos
nucleicos sometidos a secuenciacion. El resultado de la secuenciacion incluye longitudes de los acidos nucleicos libres
de células.

En las realizaciones de la presente divulgacion, los acidos nucleicos libres de células en la muestra bioldgica se
secuencian mediante secuenciacion de extremos emparejados, secuenciacion de un solo extremo o secuenciacion de
una sola molécula. Por lo tanto, se pueden obtener faciimente longitudes de los acidos nucleicos libres de células, lo
que conduce a las etapas posteriores.
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S200: determinar el nUmero de acidos nucleicos libres de células en una longitud que cae en un rango predeterminado

El nimero de acidos nucleicos libres de células en la longitud que cae en el rango predeterminado en la muestra
biolégica se determina en base al resultado de la secuenciacion.

Cabe sefialar que el término “longitud” utilizado en el presente documento se refiere a la “longitud del acido nucleico
(leido)” en pares de bases (pb).

En las realizaciones de la presente divulgacion, con referencia a la Fig.2, S200 incluye adicionalmente las siguientes
etapas:

S210: el resultado de la secuenciacion se alinea con un genoma de referencia. Especificamente, el resultado de la
secuenciacion se alinea con el genoma de referencia, para construir un conjunto de datos que consiste en una
pluralidad de lecturas mapeadas de forma Unica, donde cada lectura en el conjunto de datos se puede mapear a una
Unica posicion del genoma de referencia; preferiblemente, no hay lecturas mapeadas de forma incorrecta o como
maximo una lectura mapeada de forma incorrecta 0 como maximo dos lecturas mal alineadas.

S220: se determina una longitud del acido nucleico libre de células. Especificamente, se determina una longitud del
acido nucleico libre de células que corresponde a cada lectura mapeada de forma Unica en el conjunto de datos.

S230: se determina el numero de acidos nucleicos libres de células que caen en el rango predeterminado.
Especificamente, se determina el nimero de acidos nucleicos libres de células de una longitud que cae en el rango
predeterminado.

Por lo tanto, el niumero de acidos nucleicos libres de células de una longitud que cae en el rango predeterminado en
la muestra biolégica se puede determinar facilmente, lo que da lugar a un resultado preciso y confiable y una buena
reproducibilidad.

En las realizaciones de la presente divulgacion, en S220, la longitud de cada lectura mapeada de forma Unica en el
genoma de referencia se determina como la longitud del acido nucleico libre de células que corresponde a la lectura.
Por lo tanto, la longitud del acido nucleico libre de células que corresponde a cada lectura mapeada de forma Unica
en el conjunto de datos se puede determinar con precision.

En las realizaciones de la presente divulgacion, en el caso de que los acidos nucleicos libres de células en la muestra
biolégica se secuencien mediante secuenciacion de extremos emparejados, con referencia a la Fig. 3, S220 incluye
las siguientes etapas.

S2210: se determina una posicion, que corresponde al genoma de referencia, del extremo 5’ del acido nucleico libre
de células. Especificamente, se determina la posicion, que corresponde al genoma de referencia, del extremo 5’ del
acido nucleico libre de células en base a los datos de secuenciacion para el extremo 5’ de cada lectura mapeada de
forma unica obtenida en la secuenciacion de extremos emparejados.

S2220: se determina una posicion, que corresponde al genoma de referencia, del extremo 3’ del acido nucleico libre
de células. Especificamente, se determina la posicion, que corresponde al genoma de referencia, del extremo 3’ del
acido nucleico libre de células en base a los datos de secuenciacion en el otro extremo de la misma lectura mapeada
de forma unica obtenida en la secuenciacion de extremos emparejados.

S2230: se determina la longitud del acido nucleico libre de células. Especificamente, la longitud del acido nucleico libre
de células se determina en base a la posicion del extremo 5’ del acido nucleico libre de células y la posicion del extremo
3’ del acido nucleico libre de células.

Por lo tanto, la longitud del acido nucleico libre de células que corresponde a cada lectura alineada de forma unica en
el conjunto de datos se puede determinar con precision.

S300: determinar la fraccion de acidos nucleicos fetales libres de células

Se determina la fraccion de acidos nucleicos fetales libres de células en la muestra en base al nimero de acidos
nucleicos libres de células de una longitud que cae en el rango predeterminado.

Adicionalmente, el método de acuerdo con la presente invencion incluye adicionalmente determinar el rango
predeterminado (S400, no mostrado en las Figuras). El rango predeterminado se determina en base a una pluralidad
de muestras de control, en cada una de las cuales se conoce la fraccion de acidos nucleicos fetales libres de células.
Por lo tanto, el rango predeterminado se puede determinar como un resultado preciso y confiable. En las realizaciones
de la presente divulgacion, el rango predeterminado se determina en base a al menos 20 muestras de control.

En las realizaciones de la presente divulgacion, con referencia a la Fig. 4, S400 incluye las siguientes etapas.

S410: determinar las longitudes de los acidos nucleicos libres de células en la pluralidad de muestras de control.
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S420: determinar el porcentaje de acidos nucleicos libres de células presentes en cada rango de longitud candidato.
Especificamente, se establecen una pluralidad de rangos de longitud de candidatos, y se determina el porcentaje de
acidos nucleicos libres de células, obtenidos de cada una de la pluralidad de muestras de control, presentes en cada
rango de longitud candidato.

S430: se determina un coeficiente de correlacion. Especificamente, se determina un coeficiente de correlacion para
cada rango de longitud candidato, en base al porcentaje de acidos nucleicos libres de células obtenidos de cada una
de la pluralidad de muestras de control presentes en cada rango de longitud candidato, y la fraccién conocida de
acidos nucleicos fetales libres de células en cada una de las muestras de control; y

S440: se determina el rango predeterminado. Especificamente, un rango de longitud candidato con el mayor
coeficiente de correlacion se determina como el rango predeterminado.

Por lo tanto, el rango predeterminado se puede determinar de manera precisa y eficiente.
En las realizaciones de la presente divulgacion, el rango de longitud candidato es de un tramo de 1 pb a 20 pb.

En las realizaciones de la presente divulgacion, la pluralidad de rangos de longitud candidatos tiene un tamafio de
etapa de 1 pb a 2 pb.

En las realizaciones de la presente divulgacion, con referencia a la Fig. 5, S300 incluye adicionalmente las siguientes
etapas.

S310: se determina un porcentaje de los acidos nucleicos libres de células presentes en el rango predeterminado.
Especificamente, el porcentaje de acidos nucleicos libres de células presentes en el rango predeterminado se
determina en base al nimero de acidos nucleicos libres de células en la longitud que cae en el rango predeterminado.

S320: se determina la fraccidn de acidos nucleicos fetales libres de células en la muestra. Especificamente, la fraccion
de acidos nucleicos fetales libres de células en la muestra se determina en base al porcentaje de acidos nucleicos
libres de células presentes en el rango predeterminado, de acuerdo con una funcién predeterminada, en la que la
funcion predeterminada se determina en base a la pluralidad de muestras de control.

Por lo tanto, la fracciéon de acidos nucleicos fetales libres de células en la muestra se puede determinar de manera
eficiente, lo que da lugar a un resultado preciso y confiable y una buena reproducibilidad.

En las realizaciones de la presente divulgacion, el método incluye adicionalmente determinar la funcion
predeterminada (S500, no mostrada en las Figuras).

En algunas realizaciones especificas de la presente divulgacion, con referencia a la Fig. 6, S500 incluye las siguientes
etapas.

S510: se determina el porcentaje de acidos nucleicos libres de células obtenido de cada muestra de control presente
en el rango predeterminado.

S520: el porcentaje de acidos nucleicos libres de células obtenido de cada muestra de control presente en el rango
predeterminado se ajusta con la fraccién conocida del acido nucleico fetal libre de células para determinar la funcion
predeterminada.

Por lo tanto, la funcidon predeterminada se puede determinar con precision y eficacia, lo que conduce a las etapas
posteriores.

En las realizaciones de la presente divulgacion, el porcentaje de acidos nucleicos libres de células, obtenido de cada
muestra de control, presente en el rango predeterminado se ajusta con la fraccidon conocida del acido nucleico fetal
libre de células mediante un ajuste lineal.

Como se indicé anteriormente, a modo de ejemplo, el rango predeterminado es de 185 pb a 204 pb. Como se ilustra
mediante la ejemplificacion, la funcion predeterminada puede ser d = 0.0334*p+1.6657, donde d representa la fraccion
de acidos nucleicos fetales libres de células y p representa un porcentaje de acido nucleico libre de células presente
en el rango predeterminado. La fraccion de acidos nucleicos fetales libres de células en la muestra se puede determinar
de manera eficiente en base a la funciéon predeterminada, lo que da lugar a un resultado preciso y confiable y una
buena reproducibilidad.

Cabe sefalar que la expresion “el porcentaje de acidos nucleicos libres de células presentes en el rango
predeterminado” se refiere al porcentaje del numero de acidos nucleicos libres de células distribuidos en un cierto
rango de longitud predeterminado para el nimero total de acidos nucleicos libres de células en la muestra bioldgica.

En las realizaciones de la presente divulgacion, la muestra de control es una muestra de sangre periférica obtenida
de una mujer embarazada con un feto masculino normal, en la que se sabe que la fraccion de acidos nucleicos fetales
libres de células se determina por el cromosoma Y. Por lo tanto, el rango predeterminado se determina con precision.
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En las realizaciones de la presente divulgacion, la muestra de control es una muestra de sangre periférica obtenida
de una mujer embarazada con un feto normal. Por lo tanto, el rango predeterminado se determina con precision.

En las realizaciones de la presente divulgacion, la fraccion de acidos nucleicos fetales libres de células en la muestra
de control es una fraccion de ADN fetal libre de células que se estima por el cromosoma Y. Por lo tanto, el rango
predeterminado se puede determinar al utilizar eficientemente la fraccién de acidos nucleicos fetales libres de células
de la muestra de control, y luego se puede determinar adicionalmente el nimero de acidos nucleicos libres de células
en la longitud que cae en el rango predeterminado y la fraccion de ADN fetal libre de células en una muestra obtenida
de una mujer embarazada bajo deteccion.

En otras realizaciones de la presente divulgacion, el método puede incluir adicionalmente las siguientes etapas.

1) Secuenciacion del genoma completo (WGS): la muestra bajo deteccion se somete a secuenciaciéon del genoma
completo utilizando una plataforma de alto rendimiento. Los ADN fetales libres de células en plasma, que son
relativamente cortos y en los que solo una pequefia cantidad supera los 300 pb de longitud, se secuencian mediante
secuenciacion de un solo extremo o secuenciacion de extremos emparejados, ya que es necesario obtener longitudes
de todos los ADN fetales libres de células y se requiere secuenciar la molécula completa de ADN libre de células si se
realiza mediante secuenciacion de un solo extremo.

2) Obtener lecturas mapeadas de forma uUnica: las lecturas de una muestra de prueba se alinean con una secuencia
del genoma de referencia.

3) Obtener la longitud del ADN correspondiente a cada lectura mapeada de forma Unica en base a la informacion de
alineacion de cada lectura mapeada de forma Unica.

4) Seleccionar uno 0 mas rangos con alta correlacién: uno o mas rangos con alta correlacion se seleccionan de
acuerdo con la distribucion de longitud de las moléculas de ADN.

5) Obtener una férmula de funcién: se obtiene la formula de funcién entre un porcentaje de ADN presente en el uno o
mas rangos con alta correlacion obtenido en 4) y la fraccién de ADN fetal libre de células conocida.

6) Obtener un porcentaje de ADN presente en uno 0 mas rangos seleccionados, es decir, el porcentaje de ADN
presente en uno o mas rangos de longitud.

7) Obtener una fraccion de ADN fetal libre de células de la muestra bajo deteccion en base a la formula de funcién y
el porcentaje de ADN en la muestra bajo deteccion presente en uno o mas rangos de longitud.

Especificamente, la Etapa 4) incluye las siguientes etapas:

|. Seleccionar una muestra de control, es decir, una muestra en la que se conoce la fracciéon de ADN fetal libre de
células.

Il. Todas las muestras se someten a secuenciacion WGS y la informacion de longitud de las moléculas de ADN
representadas por cada lectura alineada de forma Unica se obtiene mediante la alineacion Unica de la informacién
obtenida mediante la alineacion Unica de las lecturas para un cromosoma.

I1l. El nimero de moléculas de ADN con una longitud seleccionada de hasta Mbp (M representa un valor de longitud
maxima, la molécula de ADN libre de células puede tener una longitud de hasta 400 pb) se obtiene para todas las
muestras de control.

IV. Se obtiene una pluralidad de rangos de ventana (rangos de longitud) a través del movimiento de una ventana en
una cierta longitud de ventana de acuerdo con un cierto tamafo de etapa, y un porcentaje de moléculas de ADN
presentes en cada rango de ventana, es decir, se calcula un porcentaje de moléculas de ADN presentes en cada
rango de longitud. Cabe sefialar que el nimero de moléculas de ADN presentes en cada rango de ventana, es decir,
distribuidas en cada rango de longitud dividido por el nimero total de moléculas de ADN, se define como el porcentaje
de moléculas de ADN presentes en cada rango de ventana. Por ejemplo, se puede tomar 1 pb, 5 pb, 10 pb o 15 pb
como ventana y cualquier tamafio seleccionado desde 1 pb hasta la longitud de la ventana se puede tomar como el
tamafio de etapa. Especificamente, como ejemplo, si se tomé 5 pb como la ventana y 2 pb como el tamafio de etapa,
entonces se pueden obtener las distribuciones de moléculas de ADN en [1 pb, 5 pb], [2 pb, 6 pb], [4 pb, 8 pb], [6 pb,
10 pb] y asi sucesivamente. Como otro ejemplo, si se tomo 5 pb como ventana y 5 pb como tamario de etapa, entonces
se pueden obtener distribuciones de moléculas de ADN en [1 pb, 5 pb], [6 pb, 10 pb], [11 pb, 15 pb] y asi
sucesivamente. El “nimero total de moléculas de ADN” descrito anteriormente en el presente documento se refiere al
numero total de todas las moléculas de ADN con diferente longitud.

V. Se determina un rango de ventana o una combinacion de rangos de ventana (es decir, un rango de longitud o una
pluralidad de rangos de longitud) en el que el porcentaje de moléculas de ADN presentes esta altamente
correlacionado con la fraccion de ADN fetal libre de células conocida, y se establece una formula de funcion

Dispositivo para determinar una fraccion de acidos nucleicos fetales libres de células en una muestra bioldgica
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También se divulga ahora, pero no forma parte de la invencion reivindicada, un dispositivo para determinar una fraccion
de acidos nucleicos fetales libres de células en una muestra de sangre periférica de una mujer embarazada mediante
un método de la invencion. Con referencia a la Fig. 7, el dispositivo incluye: un aparato 100 de secuenciacion, un
aparato 200 de recuento y un aparato 300 para determinar una fraccion de acidos nucleicos fetales libres de células.

Especificamente, el aparato 100 de secuenciaciéon se configura para secuenciar acidos nucleicos libres de células
contenidos en la muestra bioldgica, para obtener un resultado de la secuenciacion que consiste en una pluralidad de
datos de secuenciacion. El aparato 200 de recuento se conecta al aparato 100 de secuenciacion y se configura para
determinar el nimero de acidos nucleicos libres de células en una longitud que cae en un rango predeterminado en la
muestra biolégica en base al resultado de la secuenciacion. El aparato 300 para determinar una fraccion de acidos
nucleicos fetales libres de células se conecta al aparato 200 de recuento y se configura para determinar la fraccién de
acidos nucleicos fetales libres de células en base al niUmero de acidos nucleicos libres de células de una longitud que
cae en el rango predeterminado.

Como se indico anteriormente, los acidos nucleicos libres de células en la muestra bioldgica se secuencian mediante
secuenciacion de extremos emparejados, secuenciacion de un solo extremo o secuenciacion de una sola molécula.
Por lo tanto, se pueden obtener facilmente longitudes de los acidos nucleicos libres de células, lo que conduce a las
etapas posteriores.

En las realizaciones de la presente divulgacion, con referencia a la Fig. 8, el aparato 200 de recuento incluye
adicionalmente: una unidad 210 de alineacion, una primera unidad 220 de determinacion de longitud y una unidad 230
de determinacion de numero. Especificamente, la unidad 210 de alineacién se configura para alinear el resultado de
la secuenciaciéon con un genoma de referencia para construir un conjunto de datos que consiste en una pluralidad de
lecturas mapeadas de forma Unica, donde cada lectura en el conjunto de datos se puede mapear a una Unica posicion
del genoma de referencia. La primera unidad 220 de determinacién de longitud se conecta a la unidad 210 de
alineacion y se configura para determinar la longitud del acido nucleico libre de células que corresponde a cada lectura
mapeada de forma Unica en el conjunto de datos. La unidad 230 de determinacién de nimero se conecta a la primera
unidad 220 de determinacion de longitud y se configura para determinar el nUmero de acidos nucleicos libres de células
de una longitud que cae en el rango predeterminado. Por lo tanto, el nimero de acidos nucleicos libres de células de
una longitud que cae en el rango predeterminado en la muestra bioldgica se puede determinar faciimente, lo que da
lugar a un resultado preciso y confiable y una buena reproducibilidad.

En las realizaciones de la presente divulgacion, el primer aparato 220 de determinacién de longitud se configura para
determinar la longitud de cada lectura mapeada de forma unica en el genoma de referencia como la longitud del acido
nucleico libre de células que corresponde a la lectura. Por lo tanto, la longitud del acido nucleico libre de células que
corresponde a cada lectura mapeada de forma Unica en el conjunto de datos se puede determinar con precision.

En las realizaciones de la presente divulgacion, con referencia a la Fig.9, en el caso de que los acidos nucleicos libres
de células en la muestra bioldgica se secuencien mediante secuenciacion de extremos emparejados, la primera unidad
220 de determinacion de longitud incluye adicionalmente: un moédulo 2210 de determinacion de posicion del extremo
5’, un moédulo 2220 de determinacién de posicion de extremo 3’ y un modulo 2230 de calculo de longitud.
Especificamente, el médulo 2210 de determinacion de posicion del extremo 5’ se configura para determinar una
posiciéon que corresponde al genoma de referencia del extremo 5’ del acido nucleico libre de células, en base a los
datos de secuenciacion en un extremo de cada lectura mapeada de forma Unica obtenida en la secuenciacion de
extremos emparejados. El médulo 2220 de determinacion de posicion del extremo 3’ se conecta al modulo 2210 de
determinacion de posicion del extremo 5’ y se configura para determinar una posicién que corresponde al genoma de
referencia del extremo 3’ del acido nucleico libre de células, en base a los datos de secuenciacion. en el otro extremo
de la misma lectura mapeada de forma Unica obtenida en la secuenciacion del extremo emparejado. El médulo 2230
de calculo de longitud se conecta al modulo 2220 de determinacién de posicion del extremo 3’ y se configura para
determinar la longitud del acido nucleico libre de células en base a la posicion del extremo 5’ del acido nucleico libre
de células y la posicion del extremo 3’ del acido nucleico libre de células. Por lo tanto, la longitud del acido nucleico
libre de células que corresponde a cada lectura mapeada de forma Unica en el conjunto de datos se puede determinar
con precision.

En las realizaciones de la presente divulgacion, el dispositivo incluye adicionalmente un aparato 400 de determinacion
de rango predeterminado configurado para determinar el rango predeterminado en base a una pluralidad de muestras
de control, en cada una de las cuales se conoce la fraccién de acidos nucleicos fetales libres de células, opcionalmente,
el rango predeterminado se determina en base a al menos 20 muestras de control.

En las realizaciones de la presente divulgacion, con referencia a la Fig. 10, el aparato 400 de determinacion de rango
predeterminado incluye adicionalmente: una segunda unidad 410 de determinacion de longitud, una primera unidad
420 de determinacion de porcentaje, una unidad 430 de determinacion de coeficiente de correlacién y una unidad 440
de determinacién de rango predeterminado. Especificamente, la segunda unidad 410 de determinacion de longitud se
configura para determinar las longitudes de los acidos nucleicos libres de células en la pluralidad de muestras de
control. La primera unidad 420 de determinacién de porcentaje se conecta a la segunda unidad 410 de determinacion
de longitud y se configura para establecer una pluralidad de rangos de longitud candidatos y determinar un porcentaje
de los acidos nucleicos libres de células, obtenidos de cada una de la pluralidad de muestras de control, presentes en
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cada rango de longitud candidato. La unidad 430 de determinacion de coeficiente de correlacion se conecta a la
primera unidad 420 de determinacién de porcentaje y se configura para determinar un coeficiente de correlacién entre
cada rango de longitud candidato y la fraccion del acido nucleico fetal libre de células, en base al porcentaje de acidos
nucleicos libres de células, obtenidos de cada una de la pluralidad de muestras de control, presentes en cada rango
de longitud candidato y la fraccién de acidos nucleicos fetales libres de células en las muestras de control. La unidad
440 de determinacién de rango predeterminado se conecta a la unidad 430 de determinacion de coeficiente de
correlacion y se configura para seleccionar un rango de longitud candidato con el mayor coeficiente de correlacion
como rango predeterminado. Por lo tanto, el rango predeterminado se puede determinar de manera precisa y eficiente.

En las realizaciones de la presente divulgacion, el rango de longitud candidato es de un tramo de 1 pb a 20 pb.

En las realizaciones de la presente divulgacion, la pluralidad de rangos de longitud candidatos tiene un tamafio de
etapa de 1 pb a 2 pb.

En las realizaciones de la presente divulgacion, con referencia a la Fig. 11, el aparato 300 para determinar la fraccion
de acidos nucleicos fetales libres de células incluye adicionalmente: una segunda unidad 310 de determinacién de
porcentaje y una unidad 320 para calcular una fraccién de acidos nucleicos fetales libres de células. Especificamente,
la segunda unidad 310 de determinacion de porcentaje se configura para determinar un porcentaje de los acidos
nucleicos libres de células presentes en el rango predeterminado en base al nimero de acidos nucleicos libres de
células en la longitud que cae en el rango predeterminado. La unidad 320 para calcular una fraccion de acidos
nucleicos fetales libres de células se conecta a la segunda unidad 310 de determinacién de porcentaje y se configura
para determinar la fraccion de acidos nucleicos fetales libres de células en la muestra bioldgica, en base al porcentaje
de acidos nucleicos libres de células presentes en el rango predeterminado, de acuerdo con una funciéon
predeterminada, en la que la funcién predeterminada se determina en base a la pluralidad de muestras de control. Por
lo tanto, la fraccion de acidos nucleicos fetales libres de células en la muestra bioldgica se puede determinar de forma
eficaz, lo que da lugar a un resultado preciso y confiable y una buena reproducibilidad.

En las realizaciones de la presente divulgacion, el dispositivo incluye adicionalmente un aparato 500 de determinacion
de funcion predeterminada. Con referencia a la Fig. 12, el aparato 500 de determinacion de funciéon predeterminada
incluye: una tercera unidad 510 de determinacion de porcentaje y una unidad 520 de ajuste. Especificamente, la
tercera unidad 510 de determinacion de porcentaje se configura para determinar el porcentaje de acidos nucleicos
libres de células, obtenidos de cada muestra de control, presentes en el rango predeterminado. La unidad 520 de
ajuste se conecta a la tercera unidad 510 de determinacion de porcentaje y se configura para ajustar el porcentaje de
acidos nucleicos libres de células, obtenido de cada muestra de control, presente en el rango predeterminado, con la
fraccion conocida del acido nucleico fetal libre de células para determinar la funcién predeterminada. Por lo tanto, la
funcién predeterminada se puede determinar de forma precisa y fiable, lo que conduce a las etapas posteriores. En
las realizaciones de la presente divulgacion, el porcentaje de acidos nucleicos libres de células, obtenido de cada
muestra de control, presente en el rango predeterminado se ajusta con la fraccidon conocida del acido nucleico fetal
libre de células de la fuente predeterminada mediante un ajuste lineal..

Método para determinar el sexo de los gemelos.

Como se indicé anteriormente, en otro aspecto, la presente invencion proporciona un método para determinar el sexo
de gemelos. Dicho método incluye: realizar la secuenciacion sobre acidos nucleicos libres de células contenidos en
una muestra de sangre periférica obtenida de una mujer embarazada con gemelos, para obtener un resultado de la
secuenciacion que consiste en una pluralidad de datos de secuenciacion; determinar una primera fracciéon de ADN
fetal libre de células en base a los datos de secuenciacion, mediante el método de la invencién anteriormente descrita;
determinar una segunda fraccion de ADN fetal libre de células en base a los datos de secuenciacion derivados del
cromosoma Y en el resultado de la secuenciacion; y determinar el sexo de los gemelos en base a la primera fraccion
de ADN fetal libre de células y la segunda fraccién de ADN fetal libre de células. Los inventores han encontrado
sorprendentemente que el sexo de los gemelos en una mujer embarazada se puede determinar de forma precisa y
eficaz mediante este método.

En las realizaciones de la presente divulgacion, la segunda fraccion de ADN fetal libre de células se determina de
acuerdo con la siguiente formula:

fra.cry=(cry.ER%-Mujer.cry.ER%)/(Hombre.cry.ER%-Mujer.cry.ER%)*100%

donde fra.cry representa la segunda fraccion de ADN fetal libre de células, cry.ER% representa un porcentaje de los
datos de secuenciacion derivados del cromosoma Y en el resultado de la secuenciacién para los datos de
secuenciacion totales; Mujer.cry.ER% representa un porcentaje promedio de los datos de secuenciacion de acidos
nucleicos libres de células alineados con el cromosoma Y en una muestra de sangre periférica obtenida de una mujer
embarazada predeterminada para estar con un feto femenino normal para los datos de secuenciacion totales de los
mismos; y Hombre.cry.ER% representa un porcentaje promedio de los datos de secuenciacién de acidos nucleicos
libres de células derivados del cromosoma Y en una muestra de sangre periférica obtenida de un hombre sano para
los datos de secuenciacion totales de los mismos.

Por lo tanto, la segunda fraccién de ADN fetal libre de células se puede determinar con precision.
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En las realizaciones de la presente divulgacion, determinar el sexo de los gemelos en base a la primera fraccion de
ADN fetal libre de células y la segunda fraccion de ADN fetal libre de células incluye adicionalmente: (a) determinar
una relacion de la segunda fraccion de ADN fetal libre de células con la primera fraccién de ADN fetal libre de células;
y (b) determinar el sexo de los gemelos al comparar la relacién determinada en (a) con un primer umbral
predeterminado y un segundo umbral predeterminado.

El primer umbral se determina en base a una pluralidad de muestras de control obtenidas de mujeres embarazadas
que se sabe tienen gemelos femeninos, y el segundo umbral se determina en base a una pluralidad de muestras de
control obtenidas de mujeres embarazadas que se sabe tienen gemelos varones.

Ambos fetos de los gemelos se determinan como femeninos si la relacion de la segunda fraccion de ADN fetal libre
de células con la primera fraccion de ADN fetal libre de células es menor que el primer umbral, ambos fetos de los
gemelos se determinan como masculinos si la relacion de la segunda fraccion de ADN fetal libre de células con la
primera fraccion de ADN fetal libre de células es mayor que el segundo umbral, y se determina que los gemelos
incluyen un feto masculino y un feto femenino si la relacion de la segunda fraccion de ADN fetal libre de células con la
primera fraccion de ADN fetal libre de células es igual al primer umbral o al segundo umbral, o entre el primer umbral
y el segundo umbral.

En las realizaciones de la presente divulgacion, el primer umbral es 0.35 y el segundo umbral es 0.7.

También se describe ahora, pero no forma parte de la invencion reivindicada, un sistema para determinar el sexo de
gemelos de acuerdo con un método de la invencion. En las realizaciones de la presente divulgacion, el sistema incluye:

un primer dispositivo de determinacion de fraccién de ADN fetal libre de células, que es el dispositivo anterior para
determinar la fraccion de acidos nucleicos fetales libres de células en la muestra bioldgica, y configurado para
secuenciar los acidos nucleicos libres de células contenidos en una muestra de sangre periférica obtenida de una
mujer embarazada mujer con gemelos, para obtener un resultado de la secuenciacion que consiste en una pluralidad
de datos de secuenciacion, y configurado para determinar una primera fraccion de ADN fetal libre de células en base
a los datos de secuenciacion;

un segundo dispositivo de determinacion de fraccion de ADN fetal libre de células, configurado para determinar una
segunda fraccion de ADN fetal libre de células en base a los datos de secuenciacion derivados del cromosoma Y en
el resultado de la secuenciacion; y

un dispositivo de determinacion del sexo, configurado para determinar el sexo de los gemelos en funcion de la primera
fraccion de ADN fetal libre de células y la segunda fraccion de ADN fetal libre de células.

En las realizaciones de la presente divulgacion, el dispositivo de determinacion del sexo incluye adicionalmente: una
unidad de determinacion de relacion, configurada para determinar una relacion de la segunda fraccion de ADN fetal
libre de células a la primera fraccion de ADN fetal libre de células; y una unidad de comparacion, configurada para
comparar la relacion determinada por la unidad de determinacién de relacién con un primer umbral predeterminado y
un segundo umbral predeterminado, para determinar el sexo de los gemelos. Por lo tanto, el sexo de los gemelos se
puede determinar de manera eficiente.

Método para detectar una aneuploidia cromosémica de gemelos.

Como se indico anteriormente, en un aspecto adicional, la presente invencién proporciona un método para detectar
una aneuploidia cromosémica de gemelos. Dicho método incluye:

realizar la secuenciacion sobre acidos nucleicos libres de células contenidos en una muestra de sangre periférica
obtenida de una mujer embarazada con gemelos, para obtener un resultado de la secuenciacion que consiste en una
pluralidad de datos de secuenciacion;

determinar una primera fracciéon de ADN fetal libre de células, en base a los datos de secuenciacion, mediante el
método de la invencién descrito anteriormente;

determinar una tercera fraccion de ADN fetal libre de células, en base a los datos de secuenciacion derivados de un
cromosoma predeterminado en el resultado de la secuenciacion; y

determinar si los gemelos bajo deteccion tienen aneuploidia con respecto al cromosoma predeterminado en base a la
primera fraccion de ADN fetal libre de células y la tercera fraccion de ADN fetal libre de células.

Por lo tanto, la aneuploidia cromosémica de los gemelos se puede detectar con precision y eficacia.

En las realizaciones de la presente divulgacion, la tercera fraccion de ADN fetal libre de células se determina de
acuerdo con la siguiente formula:

fra.cri= 2*(cri.ER%/ajuste.cri. ER%-1)*100%,
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donde fra.chi representa la tercera fraccion de ADN fetal libre de células, i representa un niumero de serie del
cromosoma predeterminado e i es cualquier entero en el rango de 1 a 22; criiER% representa un porcentaje de los
datos de secuenciacién derivados del cromosoma predeterminado en el resultado de la secuenciacion para los datos
de secuenciacion totales; ajuste.cri. ER% representa un porcentaje promedio de los datos de secuenciacion de acidos
nucleicos libres de células derivados del cromosoma predeterminado en una muestra de sangre periférica obtenida
de una mujer embarazada predeterminada para estar con gemelos normales para los datos de secuenciacion totales
de los mismos. Por lo tanto, la tercera fraccion de ADN fetal libre de células se puede determinar con precision.

En las realizaciones de la presente divulgacion, determinar si los gemelos bajo deteccion tienen aneuploidia con
respecto al cromosoma predeterminado en base a la primera fraccion de ADN fetal libre de células y la tercera fraccion
de ADN fetal libre de células incluye adicionalmente: (a) determinar una relacion de la tercera fraccion de ADN fetal
libre de células con la primera fraccion de ADN fetal libre de células; y (b) determinar si los gemelos bajo deteccion
tienen aneuploidia con respecto al cromosoma predeterminado al comparar la relacion determinada en (a) con un
tercer umbral predeterminado y un cuarto umbral predeterminado. Por lo tanto, la aneuploidia cromosémica de los
gemelos se puede detectar de manera eficiente.

El tercer umbral se determina en base a una pluralidad de muestras de control obtenidas de mujeres embarazadas
con gemelos que se sabe que no tienen aneuploidia con respecto al cromosoma predeterminado, y el cuarto umbral
se determina en base a una pluralidad de muestras de control obtenidas de mujeres embarazadas con gemelos que
se sabe tienen aneuploidia con respecto al cromosoma predeterminado.

Se determina que ambos fetos de los gemelos no tienen aneuploidia con respecto al cromosoma predeterminado si
la relacién de la tercera fraccion de ADN fetal libre de células con la primera fraccién de ADN fetal libre de células es
menor que el tercer umbral, se determina que ambos fetos de los gemelos tienen aneuploidia con respecto al
cromosoma predeterminado si la relaciéon de la tercera fraccion de ADN fetal libre de células con la primera fraccion
de ADN fetal libre de células es mayor que el cuarto umbral, y se determina que un feto de los gemelos tiene
aneuploidia con respecto al cromosoma predeterminado, mientras que se determina que el otro feto de los gemelos
no tiene aneuploidia con respecto al cromosoma predeterminado si la relacion de la tercera fraccion de ADN fetal libre
de células con la primera fraccion de ADN fetal libre de células es igual al tercer umbral o el cuarto umbral, o entre el
tercer umbral y el cuarto umbral.

En las realizaciones de la presente divulgacion, el tercer umbral es 0.35 y el cuarto umbral es 0.7.

En las realizaciones de la presente divulgacion, el cromosoma predeterminado es al menos uno seleccionado de los
cromosomas 18, 21y 23.

También se divulga ahora, pero no forma parte de la invencidn reivindicada, un sistema para determinar una
aneuploidia cromosdmica de gemelos de acuerdo con un método como el anterior. El sistema incluye:

un primer dispositivo de determinacién de fraccion de ADN fetal libre de células, es el dispositivo anterior para
determinar la fraccién de acidos nucleicos libres de células en la muestra bioldgica, y configurado para secuenciar los
acidos nucleicos libres de células contenidos en una muestra de sangre periférica obtenida de una mujer embarazada
con gemelos, para obtener un resultado de la secuenciacion que consiste en una pluralidad de datos de secuenciacion,
y configurado para determinar una primera fraccion de ADN fetal libre de células en base a los datos de secuenciacion;

un tercer dispositivo de determinacion de fraccion de ADN fetal libre de células, configurado para determinar una
tercera fraccion de ADN fetal libre de células en base a los datos de secuenciacion derivados de un cromosoma
predeterminado en el resultado de la secuenciacién; y un primer dispositivo de determinacion de aneuploidia,
configurado para determinar si los gemelos bajo deteccion tienen aneuploidia con respecto al cromosoma
predeterminado en base a la primera fraccion de ADN fetal libre de células y la tercera fraccion de ADN fetal libre de
células. Los inventores han encontrado sorprendentemente que la aneuploidia cromosémica de gemelos se puede
detectar de forma precisa y eficaz mediante un sistema de este tipo de acuerdo con la presente divulgacion.

En las realizaciones de la presente divulgacion, el primer dispositivo de determinacion de aneuploidia incluye
adicionalmente:

una unidad de determinacion de relacion, configurada para determinar una relacién de la tercera fraccion de ADN fetal
libre de células con la primera fraccion de ADN fetal libre de células; y

una unidad de comparacion, configurada para comparar la relacién determinada por la unidad de determinacion de
relacion con un tercer umbral predeterminado y un cuarto umbral predeterminado, para determinar si los gemelos
detectados tienen aneuploidia con respecto al cromosoma predeterminado. Por lo tanto, la aneuploidia cromosémica
de los gemelos se puede detectar de manera eficiente.

En todavia otro aspecto adicional, la presente divulgacion proporciona un método para determinar una aneuploidia
cromosomica de gemelos, método que incluye:
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realizar la secuenciacion sobre acidos nucleicos libres de células contenidos en una muestra de sangre periférica
obtenida de una mujer embarazada con gemelos, para obtener un resultado de la secuenciacion que consiste en una
pluralidad de datos de secuenciacion y determinar a partir de ellos la fraccion de acidos nucleicos fetales libres de
células como una primera fraccion de ADN libre de células mediante el método de la invencién como se describid
anteriormente;

determinar una fraccién x; del numero de datos de secuenciacion derivados del cromosoma i en el resultado de la
secuenciacion para los datos de secuenciacion totales, donde i representa un nimero de serie del cromosoma, e i es
cualquier entero en el rango de 1 a 22;

determinar una puntuacion T del cromosoma i de acuerdo con Ti= (X~ui)/oi, donde i representa el numero de serie del
cromosoma Yy es cualquier entero en el rango de 1 a 22, ui representa un porcentaje promedio de los datos de
secuenciacién del cromosoma i seleccionado como un sistema de referencia en una base de datos de referencia para
los datos de secuenciacion totales del mismo, oi representa una desviacion estandar de los porcentajes de los datos
de secuenciacion del cromosoma i seleccionado como un sistema de referencia en la base de datos de referencia
para los datos de secuenciacion totales del mismo,

determinar una puntuacion L del cromosoma i de acuerdo con L= log(d(Tia))/log(d(T2;a)), donde i representa el
numero de serie del cromosoma e i es cualquier entero en el rango de 1 a 22, T2; = (Xui*(1fra/2))/oi; d(T,a) y d(T2;a)
representan la funcion de densidad de probabilidad de distribucion t, donde a representa el grado de libertad y fra
representa dicha primera fraccion de ADN fetal libre de células;

graficar un diagrama de cuatro cuadrantes con T como coordenada vertical y L como coordenada horizontal mediante
la zonificacion con una primera linea recta donde T = quinto umbral predeterminado y una segunda linea recta donde
L = sexto umbral predeterminado, en el que se determina que ambos fetos de los gemelos tienen un trisoma si se
determina que una muestra bajo deteccion tiene una puntuacién T y una puntuacion L que se encuentra en un primer
cuadrante; se determina que un feto de los gemelos tiene un trisoma y se determina que el otro feto de los gemelos
es normal si se determina que una muestra bajo deteccioén tiene una puntuacion T y una puntuacion L que cae en un
segundo cuadrante; se determina que ambos fetos de los gemelos son normales si se determina que una muestra
bajo deteccion tiene una puntuacion T y una puntuacion L que se encuentra en un tercer cuadrante; se determina que
los gemelos han dado lugar a una fraccién fetal baja si se determina que una muestra bajo deteccién tiene una
puntuacion T y una puntuacion L que cae en un cuarto cuadrante, de tal manera que no se adopta el resultado. Los
inventores han encontrado sorprendentemente que la determinacién de si los gemelos bajo deteccion tienen
aneuploidia con respecto a un cromosoma predeterminado se puede lograr de forma precisa y eficaz mediante este
método.

También se divulga ahora, pero no forma parte de la invencion reivindicada, un sistema para determinar una
aneuploidia cromosémica de gemelos de acuerdo con la invencion que incluye:

un dispositivo de determinacion de valor x;, configurado para secuenciar acidos nucleicos libres de células contenidos
en una muestra de sangre periférica obtenida de una mujer embarazada con gemelos, para obtener un resultado de
la secuenciacion que consiste en una pluralidad de datos de secuenciacion, y configurado para determinar una fraccion
x del nUmero de datos de secuenciacién derivados del cromosomaii en el resultado de la secuenciacién para los datos
de secuenciacion total, donde i representa un numero de serie del cromosoma e i es cualquier entero en el rango de
1a22;

un dispositivo de determinacion de puntuacion T, configurado para determinar una puntuacion T del cromosoma i de
acuerdo con T; = (X-ui)/oi, donde i representa el niUmero de serie del cromosoma e i es cualquier entero en el rango
de 1 a 22, ui representa un porcentaje promedio de los datos de secuenciacion del cromosoma i seleccionado como
un sistema de referencia en una base de datos de referencia para los datos de secuenciacion totales del mismo, oi
representa una desviacion estandar de los porcentajes de los datos de secuenciacion del cromosoma i seleccionado
como un sistema de referencia en la base de datos de referencia para los datos de secuenciacién totales del mismo,

un dispositivo de determinacion de puntuacion L, configurado para determinar una puntuacion L del cromosoma i de
acuerdo con L; = log(d(T;a))/log(d(T2;,a)), donde i representa el nimero de serie del cromosoma e i es cualquier entero
en el rango de 1 a 22, T2, = (X-u*(1fra/2))/oi; d(Ti,a) y d(T2;a) representan la funcién de densidad de probabilidad de
distribucion t, donde a representa el grado de libertad, y fra representa una primera fraccion de ADN fetal libre de
células determinada por el método de la invencién descrito anteriormente;

un segundo dispositivo de determinacion de aneuploidia, configurado para graficar un diagrama de cuatro cuadrantes
con T como coordenada vertical y L como coordenada horizontal mediante zonificacién con una primera linea recta
donde T = quinto umbral predeterminado y una segunda linea recta donde L = sexto umbral predeterminado, en el
que se determina que ambos fetos de los gemelos tienen un trisoma si se determina que una muestra bajo deteccion
tiene una puntuacion T y una puntuacion L que cae en un primer cuadrante; se determina que un feto de los gemelos
tiene un trisoma y se determina que el otro feto de los gemelos es normal si se determina que una muestra bajo
deteccion tiene una puntuacion T y una puntuaciéon L que cae en un segundo cuadrante; se determina que ambos
fetos de los gemelos son normales si se determina que una muestra bajo deteccién tiene una puntuaciéon T y una
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puntuacion L que cae en un tercer cuadrante; se determina que los gemelos tienen una fraccion fetal baja si se
determina que una muestra bajo deteccion tiene una puntuacion T y una puntuacion L que se encuentra en un cuarto
cuadrante, de tal manera que no se adopta el resultado.

Cabe sefalar que, la “base de datos de referencia” descrita en “u;i representa un valor promedio de porcentajes de
datos de secuenciacion del cromosoma i seleccionado como un sistema de referencia en una base de datos de
referencia para los datos de secuenciacion totales del mismo’ se refiere a los acidos nucleicos libres de células en una
muestra de sangre periférica obtenida de una mujer embarazada con un feto normal (feto femenino, feto masculino,
feto Uinico o gemelos) o datos de secuenciacion (lecturas).

Los “datos de secuenciacion” expresados en “datos de secuenciacion derivados del cromosoma Y” significa lecturas
obtenidas en la secuenciacion.

En algunas realizaciones especificas de la presente divulgacion, los términos “x”,” “ERi” y “Cri.ER%” se pueden
cambiar en el presente documento, es decir, x; puede ser un resultado obtenido después de someterse a la correccion
de GC. Especificamente, el contenido de ER y GC de cada cromosoma se puede ajustar utilizando datos conocidos
obtenidos de muestras normales para obtener una férmula de relacion, es decir ER; = F(GCi)+¢i. Se calcula un valor

medio £R; de ER. Para analizar una muestra, se calcula un valor ER después de la correccién de acuerdo con la
siguiente formula y se basa en la férmula de relacién anterior y ER y GC de la muestra.

ERy=ERi+¢& = ER +ER, - f.(GC,)
Método para detectar quimera fetal
En otro aspecto, la presente invencién proporciona un método para detectar quimera fetal que incluye:

realizar la secuenciacion sobre acidos nucleicos libres de células contenidos en una muestra de sangre periférica
obtenida de una mujer embarazada con un feto, opcionalmente un feto masculino, para obtener un resultado de la
secuenciacién que consiste en una pluralidad de datos de secuenciacion;

determinar una primera fracciéon de ADN fetal libre de células, en base a los datos de secuenciacion, mediante el
método de la invencién descrito anteriormente,

determinar una tercera fraccion de ADN fetal libre de células en base a los datos de secuenciacion derivados de un
cromosoma predeterminado en el resultado de la secuenciacion; y

determinar si el feto bajo deteccion tiene quimera fetal con respecto al cromosoma predeterminado en base a la
primera fraccion de ADN fetal libre de células y la tercera fraccion de ADN fetal libre de células.

Por lo tanto, se puede analizar con precision si el feto bajo deteccién tiene quimera fetal con respecto a un cromosoma
especifico.

En las realizaciones de la presente divulgacion, la tercera fraccion de ADN fetal libre de células se determina mediante
la siguiente férmula:

fra.cri= 2*(cri.ER%/ajuste.cri.ER%-1)*100%, donde fra.cri representa la tercera fraccion de ADN fetal libre de células,
i representa un nimero de serie del cromosoma predeterminado e i es cualquier entero en el rango de 1 a 22; cri.ER%
representa un porcentaje de los datos de secuenciacion derivados del cromosoma predeterminado en el resultado de
la secuenciacion para los datos de secuenciacion totales; ajuste,cri ER% representa un porcentaje promedio de los
datos de secuenciacion de acidos nucleicos libres de células derivados del cromosoma predeterminado en una
muestra de sangre periférica obtenida de una mujer embarazada predeterminada para estar con un feto para los datos
de secuenciacion totales del mismo. Por lo tanto, se puede analizar si el feto bajo deteccion tiene quimera fetal con
respecto al cromosoma especifico con una eficiencia mejorada adicionalmente.

En las realizaciones de la presente divulgacion, determinar si el feto bajo deteccion tiene quimera fetal con respecto
al cromosoma predeterminado en base a la primera fraccion de ADN fetal libre de células y la tercera fraccion de ADN
fetal libre de células incluye adicionalmente: (a) determinar una relacion de la tercera fraccion de ADN fetal libre de
células con la primera fraccion de ADN fetal libre de células; y (b) determinar si el feto bajo deteccion tiene quimera
con respecto al cromosoma predeterminado al comparar la relacion determinada en (a) con una pluralidad de umbrales
predeterminados. Por lo tanto, se puede analizar si el feto bajo deteccion tiene quimera fetal con respecto a un
cromosoma especifico con una eficiencia mejorada adicional.

En las realizaciones de la presente divulgacion, la pluralidad de umbrales predeterminados incluye al menos uno
seleccionado de:

un séptimo umbral, determinado en base a una pluralidad de muestras de control con el cromosoma predeterminado
que se sabe es un monosoma completo,
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un octavo umbral, determinado en base a una pluralidad de muestras de control con el cromosoma predeterminado
que se sabe es una quimera monosoma,

un noveno umbral, determinado en base a una pluralidad de muestras de control con el cromosoma predeterminado
que se sabe que es normal,

un décimo umbral, determinado en base a una pluralidad de muestras de control con el cromosoma predeterminado
que se sabe es un trisoma completo.

Se determina que el cromosoma predeterminado del feto bajo deteccién es un monosoma completo, si la relacion de
la tercera fraccion de ADN fetal libre de células con la primera fraccién de ADN fetal libre de células es menor que el
séptimo umbral;

se determina que el cromosoma predeterminado del feto bajo deteccion es una quimera monosoma, si la relacién de
la tercera fraccion de ADN fetal libre de células con la primera fraccion de ADN fetal libre de células no es menor que
el séptimo umbral ni mayor que el octavo umbral;

se determina que el cromosoma predeterminado del feto bajo deteccion es normal, si la relacion de la tercera fraccion
de ADN fetal libre de células con la primera fraccion de ADN fetal libre de células es mayor que el octavo umbral y
menor que el noveno umbral;

se determina que el cromosoma predeterminado del feto bajo deteccion es una quimera trisoma, si la relacion de la
tercera fraccion de ADN fetal libre de células con la primera fraccion de ADN fetal libre de células no es menor que el
noveno umbral ni superior al décimo umbral; y

se determina que el cromosoma predeterminado del feto bajo deteccion es un trisoma completo, si la relacion de la
tercera fraccion de ADN fetal libre de células con la primera fraccion de ADN fetal libre de células es mayor que el
décimo umbral.

En las realizaciones de la presente divulgacion, el séptimo umbral es mayor que -1 y menor que 0, por ejemplo -0.85;
el octavo umbral es mayor que el séptimo umbral y menor que 0, por ejemplo, -0.3;

el noveno umbral es mayor que 0 y menor que 1, por ejemplo 0.3;

el décimo umbral es mayor que el noveno umbral y menor que 1, por ejemplo 0.85.

Por lo tanto, se puede analizar si el feto bajo deteccion tiene quimera fetal con respecto a un cromosoma especifico,
con una eficacia mejorada adicional.

Adicionalmente, ahora se divulga, pero no forma parte de la invencion reivindicada, un sistema para detectar quimeras
fetales como anteriormente. El sistema incluye:

un primer dispositivo de determinacién de fraccion de ADN fetal libre de células, es el dispositivo anterior para
determinar la fraccién de acidos nucleicos libres de células en la muestra bioldgica, y configurado para secuenciar los
acidos nucleicos libres de células contenidos en una muestra de sangre periférica obtenida de una mujer embarazada
con el feto, para obtener un resultado de la secuenciacion que consiste en una pluralidad de datos de secuenciacion,
y configurado para determinar una primera fraccion de ADN fetal libre de células en base a los datos de secuenciacion;

un tercer dispositivo de determinacion de fraccion de ADN fetal libre de células, configurado para determinar una
tercera fraccion de ADN fetal libre de células en base a los datos de secuenciacion derivados de un cromosoma
predeterminado en el resultado de la secuenciacion; y

un dispositivo de determinacion de quimera, configurado para determinar si el feto bajo deteccion tiene quimera fetal
con respecto al cromosoma predeterminado en base a la primera fraccion de ADN fetal libre de células y la tercera
fraccion de ADN fetal libre de células.

Dicho sistema para detectar quimeras fetales puede incluir adicionalmente:

una unidad de determinacion de relacion, configurada para determinar una relacién de la tercera fraccion de ADN fetal
libre de células con la primera fraccién de ADN fetal libre de células; y

una unidad de comparacion, configurada para comparar la relacién determinada por la unidad de determinacion de
relacion con una pluralidad de umbrales predeterminados, para determinar si el feto bajo deteccién tiene quimera con
respecto al cromosoma predeterminado.

En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona un método para detectar quimera fetal que incluye:

realizar la secuenciacion sobre los acidos nucleicos libres de células contenidos en una muestra de sangre periférica
obtenida de una mujer embarazada con un feto, para obtener un resultado de la secuenciacion que consiste en una
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pluralidad de datos de secuenciacion y determinar a partir de ellos la fraccion de acidos nucleicos fetales libres de
células como una primera fraccién de ADN fetal libre de células mediante el método de la invencion descrito
anteriormente;

determinar una fraccién x; del numero de datos de secuenciacion derivados del cromosoma i en el resultado de la
secuenciacioén para los datos de secuenciacion totales, donde i representa un nimero de serie del cromosoma, e i es
cualquier entero en el rango de 1 a 22;

determinar una puntuacion T del cromosoma i de acuerdo con T; = (X~ui)/oi, donde i representa el nimero de serie del
cromosoma e i es cualquier entero en el rango de 1 a 22, yj representa un valor promedio de porcentajes de datos de
secuenciacién del cromosoma i seleccionado como un sistema de referencia en una base de datos de referencia para
los datos de secuenciacion totales del mismo, oi representa una desviacion estandar de los porcentajes de los datos
de secuenciacion del cromosoma i seleccionado como un sistema de referencia en la base de datos de referencia
para los datos de secuenciacion totales del mismo;

determinar una puntuacion L del cromosoma i de acuerdo con L; = log(d(T,a))/log(d(T2;a)), donde i representa el
numero de serie del cromosoma e i es cualquier entero en el rango de 1 a 22, T2; = (Xui*(1fra/2))/oi; d(T,a) y d(T2;a)
representan la funcion de densidad de probabilidad de distribucion t, a representa el grado de libertad y fra representa
dicha primera fraccion de ADN fetal libre de células;

graficar un diagrama de cuatro cuadrantes con T como coordenada vertical y L como coordenada horizontal mediante
zonificacion con una tercera linea recta donde T = undécimo umbral predeterminado y una cuarta linea recta donde L
= duodécimo umbral predeterminado, cuando la puntuacion T no es mayor que 0,

en el que se determina que el feto tiene un monosoma completo o quimera monosoma con respecto al cromosoma
predeterminado, si se determina que una muestra bajo deteccién tiene una puntuacion T y una puntuacion L que cae
en un primer cuadrante;

se determina que el feto tiene una quimera monosoma con respecto al cromosoma predeterminado, si se determina
que una muestra bajo deteccion tiene una puntuacion T y una puntuacién L que cae en un segundo cuadrante;

se determina que el feto es normal con respecto al cromosoma predeterminado, si se determina que una muestra bajo
deteccion tiene una puntuacion T y una puntuacion L que cae en un tercer cuadrante; y

se determina que el feto ha dado lugar a una fraccion fetal baja si se determina que una muestra bajo deteccion tiene
una puntuacion T y una puntuacion L que cae en un cuarto cuadrante, de tal manera que no se adopta el resultado,

graficar un diagrama de cuatro cuadrantes con T como coordenada vertical y L como coordenada horizontal mediante
la zonificaciéon con una quinta linea recta donde T = decimotercero umbral predeterminado y una sexta linea recta
donde L = decimocuarto umbral predeterminado, cuando la puntuacion T es mayor que 0,

en el que se determina que el feto tiene un trisoma o quimera trisoma completa con respecto al cromosoma
predeterminado, si se determina que una muestra bajo deteccioén tiene una puntuacion T y una puntuacion L que cae
en un primer cuadrante;

se determina que el feto tiene una quimera trisoma con respecto al cromosoma predeterminado, si se determina que
una muestra bajo deteccion tiene una puntuaciéon T y una puntuacién L que cae en un segundo cuadrante;

se determina que el feto es normal con respecto al cromosoma predeterminado, si se determina que una muestra bajo
deteccion tiene una puntuacion T y una puntuacion L que cae en un tercer cuadrante; y

se determina que el feto ha dado lugar a una fraccion fetal baja si se determina que una muestra bajo deteccion tiene
una puntuacion T y una puntuacion L que cae en un cuarto cuadrante, de tal manera que no se adopta el resultado.

Opcionalmente, el undécimo umbral y el decimotercero umbral son cada uno independientemente 3, y el duodécimo
umbral y el decimocuarto umbral son cada uno independientemente 1.

Por lo tanto, las situaciones de quimera fetal se pueden analizar de manera eficiente.

Cabe sefalar que la expresion “feto masculino/feto femenino/feto normal” significa que el cromosoma del feto es
normal, por ejemplo, “feto masculino normal” se refiere a un feto masculino con cromosomas normales. Mas aun, “feto
masculino /feto femenino/feto normal” se puede referir a un solo feto o gemelos, por ejemplo, “feto masculino normal”
puede ser feto Unico normal o gemelos normales; el “feto normal” no limita el sexo del feto ni limita que el feto sea un
solo feto o gemelos.

Las realizaciones de la presente divulgacion se describiran en detalle a continuacion con referencia a los ejemplos,
pero aquellos expertos en la técnica deben apreciar que los siguientes ejemplos se utilizan simplemente para ilustrar
la presente divulgacion, por lo que no se interpretara como una limitacion del alcance de la presente divulgacion. Un
ejemplo en el que no se especifique la condicion especifica se llevara a cabo bajo condiciones normales o
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recomendadas por el fabricante. Los reactivos o instrumentos sin fabricante especificado son productos
convencionales disponibles en el mercado.

Ejemplo 1

Las fracciones de ADN fetal libre de células en muestras de plasma obtenidas de 11 mujeres embarazadas bajo
deteccion se estimaron de acuerdo con la invencién como sigue.

1) Recoleccion y tratamiento de muestras

Se sometieron a separacién de plasma muestras de sangre periférica de 2 ml, extraidas durante el embarazo de cada
una de las 11 mujeres embarazadas bajo deteccion y de 37 mujeres embarazadas con fetos masculinos, para obtener
una muestra de plasma de cada mujer embarazada.

2) Construccion de biblioteca

La biblioteca se construyd de acuerdo con los requisitos de construccion de bibliotecas de plasma de Complete
Genomics Inc.

3) Secuenciacion

El proceso de secuenciacion se llevo a cabo siguiendo estrictamente el procedimiento operativo estandar de Complete
Genomics Inc.

4) Analisis de datos

La distribucion de la longitud de los fragmentos de ADN se analizé con las lecturas obtenidas en la secuenciacion de
extremos emparejados; el proceso fue como se muestra en la Fig.1. Las etapas especificas fueron los siguientes:

a) Se calcularon las longitudes de los fragmentos de ADN en la muestra de sangre periférica obtenida de cada una de
las 11 mujeres embarazadas bajo deteccion y de las 37 mujeres embarazadas que se sabia que tenian fetos
masculinos. Especificamente, se eligieron 19 pb en un extremo de cada lectura mapeada de forma Unica y 12 pb en
el otro extremo de cada lectura mapeada de forma uUnica para determinar las posiciones inicial y de extremo
correspondientes al genoma de referencia de la lectura mapeada de forma Unica y, por lo tanto, la longitud del
fragmento de ADN se obtuvo en base a las posiciones inicial y de extremo correspondientes al genoma de referencia
de la lectura alineada de forma unica.

b) Para la muestra de sangre periférica obtenida de cada una de las 37 mujeres embarazadas que se sabe tienen un
feto masculino, se obtuvieron una pluralidad de rangos de ventana (rango de longitud) a través del movimiento de una
ventana en una cierta longitud de ventana de acuerdo con un cierto tamafio de etapa; se calculd el porcentaje de
moléculas de ADN presentes en cada rango de ventana, es decir, el porcentaje de moléculas de ADN presentes en
cada rango de longitud. Cabe sefalar que el niumero de moléculas de ADN presentes en cada rango de ventana, es
decir, distribuidas en cada rango de longitud, dividido por el nimero total de moléculas de ADN, se definié como el
porcentaje de moléculas de ADN presentes en cada rango de ventana. Por ejemplo, se puede tomar 1 pb, 5 pb, 10 pb
o 15 pb como ventana y cualquier tamafio seleccionado desde 1 pb hasta la longitud de la ventana se puede tomar
como tamafio de etapa. Especificamente, como ejemplo, si se tomd 5 pb como la ventana y 2 pb como el tamafio de
etapa, entonces se pueden obtener las distribuciones de moléculas de ADN en [1 pb, 5 pb], [2 pb, 6 pb], [4 pb, 8 pb],
[6 pb, 10 pb] y asi sucesivamente. Como otro ejemplo, si se tomd 5 pb como ventana y 5 pb como tamafo de etapa,
entonces se pueden obtener distribuciones de moléculas de ADN en [1 pb, 5 pb], [6 pb, 10 pb], [11 pb, 15 pb] y asi
sucesivamente.

c) Se selecciona/ron uno o mas rangos, en los que los porcentajes de moléculas de ADN presentes para muestras de
sangre periférica obtenidas de 37 mujeres embarazadas que se sabia tenian fetos masculinos estaban fuertemente
correlacionados con la fraccion fetal conocida. Para un cierto rango de longitud, las fracciones de ADN fetal libre de
células en muestras de sangre periférica obtenidas de 37 mujeres embarazadas que se sabe que tienen fetos
masculinos se estimaron mediante el cromosoma Y (para el método de estimacion especifico, se puede hacer
referencia a Jiang et al. Noninvasive Fetal Trisomy (NIFTY) test: an advanced noninvasive prenatal diagnosis
methodology for fetal autosomal and sex chromosomal aneuploidies. BMC Med Genomics. 2012 Dec 1;5:57 y se
calculd un coeficiente de correlacion entre cada fraccion de ADN fetal libre de células y el porcentaje de moléculas de
ADN en una longitud que cae en M. Ademas, se selecciond un rango de longitud M con un valor absoluto maximo de
coeficiente de correlacion, por ejemplo, M = 185~204 pb, el coeficiente de correlacion R = -0.87, como se muestra en
la Fig. 13; o M = 121~150 pb, el coeficiente de correlacion R = -0.6199.

d) Se determind la relacién funcional entre el porcentaje de moléculas de ADN en una muestra de sangre periférica
obtenida de una mujer embarazada, presente en el rango de longitud M y la fracciéon de ADN fetal libre de células
(registrada como d). Especificamente, con respecto a las 37 muestras anteriores con fracciones conocidas de ADN
fetal libre de células d (muestras obtenidas de 37 mujeres embarazadas que se sabe que tienen fetos masculinos), se
trazo6 un grafico de ajuste lineal utilizando los porcentajes pi(i = 1, 2,..., 37) de moléculas de ADN presentes en el rango
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de longitud 185~204 pb y fracciones de ADN fetal libre de células dii = 1,2,.., 37), de manera que se obtuvo una
férmula de relacion entre ellos: d-a*p+b, donde d = 0.0334*p+1.6657.

€) Se obtuvo la distribucién de longitud de los fragmentos de ADN y el porcentaje de moléculas de ADN presentes en
M para cada muestra obtenida de las 11 mujeres embarazadas bajo deteccidon. Se obtuvo el porcentaje p de
fragmentos de ADN presentes en el rango de longitud de 185 pb~204 pb para cada muestra obtenida de las mujeres
embarazadas bajo deteccion, y los resultados se muestran en la Tabla 1 a continuacion.

f) Se estimaron las fracciones de ADN fetal libre de células de las muestras bajo deteccion. Se calculd la fraccion de
ADN fetal libre de células d; de cada muestra bajo deteccion directamente de acuerdo con el porcentaje p; (j era una
marca de la muestra bajo deteccion) de fragmentos de ADN presentes en el rango de longitud de 185 pb~204 pb
obtenidos como anteriormente para cada muestra bajo deteccioén y la formula de relacion d= a*p+b.

g) Los resultados estimados de las fracciones de ADN fetal libre de células de las muestras bajo deteccion se muestran
en la Tabla 1; para las muestras obtenidas de 37 mujeres embarazadas que se sabe que tienen fetos masculinos, las
fracciones de ADN fetal libre de células estimadas por crY estaban basicamente de acuerdo con aquellas obtenidas
por el método de la invencion.

Tabla 1
Porcentaje de moléculas | Fraccién de ADN fetal | Fraccion de ADN fetal libre de células Muestra
de ADN presentes en 185 libre de células (estimada por el porcentaje de
pb ~204 pb (%) (estimada por crY) moléculas de ADN presentes en 185
pb~204 pb, es decir, el método de la
presente invencion)

45.33932509 0.14872 0.145567224 muestra de
prueba

45.85055949 0.12618 0.129861913 muestra de
prueba

47.80808312 0.06752 0.06972606 muestra de
prueba

46.78175523 0.10438 0.101255234 muestra de
prueba

47.76095629 0.07148 0.071173814 muestra de
prueba

45.18367884 0.15494 0.150348735 muestra de
prueba

45.61282777 0.13413 0.13716512 muestra de
prueba

48.50026322 0.04923 0.04846203 muestra de
prueba

47.30076126 0.08555 0.085311176 muestra de
prueba

47.12684798 0.09149 0.090653857 muestra de
prueba

47.59287602 0.07892 0.076337302 muestra de
prueba

Ejemplo 2:

La determinacion del sexo de los gemelos y la deteccion de la aneuploidia cromosémica de los gemelos se llevaron a
cabo utilizando muestras de sangre periférica obtenidas de 11 mujeres embarazadas con gemelos como se describe
en el Ejemplo 1, de acuerdo con los métodos divulgados anteriormente para determinar el sexo de los gemelos y
determinar una aneuploidia cromosémica de gemelos y en base a los resultados de las fracciones de ADN fetal libre
de células obtenidas en el Ejemplo 1.

1. Determinacion del sexo del feto de la mujer embarazada bajo deteccion

Se determiné el sexo de cada feto de 11 mujeres embarazadas bajo deteccion en base a los resultados de las
fracciones de ADN fetal libre de células determinadas en el Ejemplo 1 y de acuerdo con las siguientes etapas:

a) se calcul6 fra.cry mediante el cromosoma Y;
b) se estimd fra.tamafio mediante las diferencias dentro de una region predeterminada entre la madre y el feto;

c) Estandar de determinacion:
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I. Si un valor de fra.cry/fra.tamafio es menor que 0.35, ambos fetos de los gemelos son mujeres;

II. Si error! No se encuentra ninguna fuente de referencia. Si el valor de fra.cry/fra.tamafio no es menor que 0.35 ni
mayor que 0.7, los gemelos incluyen un feto masculino y un feto femenino;

. Si error! No se encuentra ninguna fuente de referencia. Si el valor de fra.cry/fra.tamafio es mayor que 0.7, ambos
fetos de los gemelos son masculinos.

Los resultados se muestran en la siguiente tabla:

Resultados de deteccion del sexo del feto de 11 mujeres embarazadas bajo deteccion

Muestra fra.cry fra.tamafio fra.cry/ Resultado de la Resultados de

No. fra.tamafo deteccion cariotipo

S1 0.131431 0.118 1.113822 [Maculino,Maculino] [Maculino,Maculino]
S2 -0.00014 0.126652 -0.00114 [Feme“'”o]*':eme”'”o [Femenino,Femenino]
S3 -0.00019 0.125 -0.00151 [Feme“'”o]":eme”'”o [Fernenino, Femenino]
S4 0.141033 0.150125 0.939435 [Maculino,Maculino] [Maculino,Maculino]
S5 0.071202 0.088074 0.808433 [Maculino,Maculino] [Maculino,Maculino]
S6 0.06227 0.133 0.468195 [Femenino,Maculino] [Femenino,Maculino]
s7 -0.00044 0.132 -0.0033 [Feme“'”o]":eme”'”o [Fernenino, Femenino]
S8 -0.00396 0.074 -0.05353 [Feme“'”o]*':eme”'”o [Femenino,Femenino]
S9 0.185233 0.172 1.076936 [Maculino,Maculino] [Maculino,Maculino]
S10 0.072432 0.086 0.842233 [Maculino,Maculino] [Maculino,Maculino]
S11 0.000339 0.092792 0.003653 [Feme“'”o]*':eme”'”o [Femenino,Femenino]

1. Determinacion de aneuploidia cromosémica de gemelos por fracciones fetales.

La aneuploidia cromosémica de gemelos de 11 mujeres embarazadas bajo deteccion se determind mediante
fracciones fetales, en base a los resultados de las fracciones de ADN fetal libre de células determinadas en el Ejemplo
1y de acuerdo con las siguientes etapas:

a) se calculd fra.cry mediante el cromosomaii (i = 13,18,21);

b) se estimd fra.tamafio mediante las diferencias dentro de una region predeterminada entre la madre y el feto;

c) Estandar de determinacion:

I. Si errorl No se encuentra ninguna fuente de referencia. Si el valor de fra.cry/fra.tamafio es menor que 0.35, el
cromosoma i en ambos fetos de los gemelos es normal;

Il. Si error! No se encuentra ninguna fuente de referencia. Si el valor de fra.cry/fra.tamafio no es menor que 0.35 ni
mayor que 0.7, el cromosoma i en un feto de los gemelos es trisoma y en el otro feto de los gemelos es normal;

lll. Si error! No se encuentra ninguna fuente de referencia. Si el valor de fra.cry/fra.tamafio es mayor que 0.7, el
cromosoma i en ambos fetos de los gemelos es trisoma.

Los resultados se muestran en la siguiente tabla:

Resultados de la determinacion de aneuploidia cromosémica de gemelos de 11 mujeres embarazadas bajo deteccion
por fracciones fetales
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2. Determinacion de aneuploidia cromosdmica de gemelos de mujer embarazada bajo deteccién por puntuacion T y
puntuacioén L

La aneuploidia cromosémica de gemelos de 11 mujeres embarazadas bajo deteccion se determind mediante la
puntuacion Ty la puntuacion L, en base a los resultados de las fracciones de ADN fetal libre de células determinadas
en el Ejemplo 1 y de acuerdo con las siguientes etapas:

a) Secuenciacion del genoma completo (WGS): la muestra bajo deteccion se sometié a secuenciacion del genoma
completo utilizando la plataforma de alto rendimiento de lllumina.

b) Se obtuvo informacién sobre la posicion de las lecturas efectivas: las lecturas de una muestra de prueba se
mapearon de forma unica en la secuencia del genoma de referencia hg19 para obtener informacion de posicién, que
corresponde al genoma de referencia, de las lecturas mapeadas de forma unica.

c) Se obtuvo el porcentaje de lecturas efectivas: Se obtuvo el porcentaje de lecturas efectivas en cada cromosoma
con respecto a las lecturas efectivas totales obtenidas en b).

d) Correccion de GC:

Los contenidos de ER y GC de cada cromosoma se ajustaron al utilizar datos conocidos obtenidos de muestras

normales para obtener una férmula de relacién: ER; = F(GCi)+¢i, y un valor medio ER; de ER se calculé. Para analizar
una muestra, se calculé un valor ER después de la correccion de acuerdo con la férmula de relacion anterior y ER y
GC de la muestra.

ERy=ER: +¢ = ER +ER, - £,(GC,)
e) Se calculd la puntuacion T: Ti = (X-pi)/oi
donde : un numero de serie del cromosoma (i = 13,18,21);

Xi: porcentaje de lecturas efectivas del cromosoma i en una muestra analitica;

ui: porcentaje promedio de lecturas efectivas del cromosoma i seleccionado como un sistema de referencia en una
base de datos de referencia;

oi: una desviacion estandar de los porcentajes de lecturas efectivas del cromosoma i seleccionado como un sistema
de referencia en la base de datos de referencia;

f) Se calculé la puntuacion L:
La puntuacion L del cromosoma i se determiné de acuerdo con la férmula:

Li = log(d(T;a))/log(d(T2i,a)), donde i representa el nimero de serie del cromosoma, T2; = (X-u*(1fra/2))/oi; d(T,a) y
d(T2;,a) representan la funcion de densidad de probabilidad de distribucion t, a representa el grado de libertad, fra
representa la primera fraccion de ADN fetal libre de células determinada por el método en el Ejemplo 1.

g) Se grafico un diagrama de cuatro cuadrantes con T como coordenada vertical y L como coordenada horizontal
mediante la zonificacién con una primera linea recta donde T = 3 y una segunda linea recta donde L = 0.8 (se determino
una muestra con fraccion fetal <5% para no cumplir con el control de calidad), los detalles se describieron de la
siguiente manera:

I. Se determind que ambos fetos de los gemelos tenian un trisoma si se determinaba que una muestra bajo deteccion
tenia una puntuacion T y una puntuacion L (T> 3, L> 0.8) que cae en un primer cuadrante;

Il. Se determiné que un feto de los gemelos tenia un trisoma y que el otro feto de los gemelos era normal si se
determinaba que una muestra bajo deteccion tenia una puntuacion T y una puntuacion L (T> 3, L<0.8) que cae en un
segundo cuadrante;

lll. Se determiné que ambos fetos de los gemelos eran normales si se determinaba que una muestra bajo deteccion
tenia una puntuacion T y una puntuacion L (T<3, L<0.8) que cae en un tercer cuadrante;

IV. Se determind que los gemelos habian dado lugar a una fraccion fetal baja si se determinaba que una muestra bajo
deteccion tenia una puntuacion T y una puntuacion L (T<3, L> 0.8) que cae en un cuarto cuadrante; dicha muestra no
cumplié con el control de calidad.

Los diagramas de cuatro cuadrantes graficados con puntuaciones T y puntuaciones L para las 11 muestras probadas
se muestran en las Fig. 14 al finalizar. Se puede ver a partir de estas cifras que la aneuploidia cromosémica de los
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gemelos de las 11 mujeres embarazadas bajo deteccion, determinada por la puntuacion T y la puntuacion L, esta en
conformidad con la determinada en la etapa 2 por la fraccion fetal.

Ejemplo 3: Deteccion de quimeras

En los siguientes ejemplos, se utilizé una mezcla de fragmentos de ADN obtenidos de un tejido de aborto y plasma
obtenido de una mujer no embarazada en cierta proporcién para simular una muestra obtenida de una mujer
embarazada. Se detect6 la anomalia del nUmero de cromosomas (trisoma, monosoma completo, quimera trisoma,
quimera monosoma) del feto (masculino) de acuerdo con el siguiente método, que incluye las siguientes etapas.

1) Secuenciacion del genoma completo (WGS): la muestra bajo deteccion se sometié a secuenciacion del genoma
completo utilizando la plataforma de alto rendimiento.

2) Se obtuvo informacién de posicion de lecturas efectivas: las lecturas de una muestra de prueba se alinearon de
forma unica con la secuencia del genoma de referencia para obtener informacién de posicion, que corresponde al
genoma de referencia, de las lecturas mapeadas de forma Unica.

3) Se obtuvo la fraccion de lecturas mapeadas de forma uUnica en cada cromosoma y el porcentaje del niumero de
guaninas (bases G) y citosinas (bases C) de lecturas mapeadas de forma Unica con respecto al numero total de bases
en cada cromosoma: se obtuvieron el porcentaje del nimero de lecturas efectivas en cada cromosoma en una muestra
bajo deteccion al nimero total de lecturas efectivas del mismo y el porcentaje del nimero de bases G y C en lecturas
efectivas en cada cromosoma al nimero total de bases del mismo, utilizando informacién de posicion e informacién
de base de lecturas efectivas.

4) Se calculé la fraccion de ADN mediante el cromosoma i, que se calculé como fra.cri,

fra.cri = 2*(crt. ER%/ajuste.cri ER%-1)*100%, donde fra,cri representa una fraccion de ADN fetal libre de células, i
representa un numero de serie de un cromosoma predeterminado e i es cualquier entero en el rango de 1 a 22;

cri.ER%: ER% (abreviatura de tasa de lecturas efectivas, porcentaje de lecturas mapeadas de forma unica) del
cromosoma i en una muestra;

ajuste.cri.ER%: un valor tedrico de ER% del cromosoma i en una muestra normal;
5) Se calcul¢ la fraccion fetal mediante el cromosoma Y, que se calculé como fra.cry;

fra.cry = (cry.ER%-Mujer.cry.ER%)/(Hombre.cry.ER%-Mujer.cry.ER%)*100%, donde cry.ER%: ER% (abreviatura de
tasa de lecturas efectivas, porcentaje de lecturas mapeadas de forma unica) del cromosoma Y en una muestra bajo
deteccion;

Mujer.cry.ER%: un promedio de ER% del cromosoma Y en una muestra bajo deteccion obtenida de una mujer
embarazada con un feto femenino;

Hombre.cry.ER%: un promedio de ER% del cromosoma Y en una muestra bajo deteccion obtenida de un hombre.
6) Estandar de determinacion:

I. Si fra.cri/fra.cry <A1 (A1 es una cierta constante y A1>-1, tal como -0.85), el cromosoma i de un feto es un monosoma
completo;

Il. Si fra.crilfra.cry € [A1,A2] (A1 y A2 son ciertas constantes y -1 <A1<A2<0, tal como [-0.85, -0.3]), el cromosoma i del
feto es una quimera monosoma;

Il. Si fra.crilfra.cry € [Az, As] (A2 y A3 son ciertas constantes y A2 <0 <A3, tal como [-0.3, 0.3]), el cromosoma i del feto
es normal;

IV. Si fra.crilfra.cry € [As,A4] (A3 y A4 son ciertas constantes y 0 <A3<A4<1, tal como [0.3, 0.85]), el cromosoma i del
feto es una quimera trisoma;

V. Si fra.cri/fra.cry> A4 (A4 es una cierta constante, tal como 0.85), el cromosoma i de un feto es un trisoma completo.

”

3.1 Se investigd la aneuploidia cromosémica en 19 muestras (M1”M19), cada una de las cuales era una mezcla de
fragmentos de ADN obtenidos de un tejido de aborto y plasma obtenido de una mujer no embarazada (detalles
mostrados en la tabla A) y 2 muestras de plasma (N1, N2), respectivamente, obtenidas de 2 mujeres embarazadas
con un feto masculino (el feto masculino en una mujer embarazada tenia una quimera T18 y el feto masculino en la
otra mujer embarazada tenia una quimera T21).

1) Recoleccion y tratamiento de muestras

Se extrajeron 2 ml de sangre periférica para la separacion del plasma.
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2) Construccion de biblioteca

La biblioteca se construyd de acuerdo con los requisitos de construccion de bibliotecas de plasma de Complete
Genomics Inc.

3) Secuenciacion

El proceso de secuenciacion se llevo a cabo siguiendo estrictamente el procedimiento operativo estandar de Complete
Genomics Inc.

4) Analisis de datos

a) Secuenciacion del genoma completo (WGS): la muestra bajo deteccion se sometié a secuenciacion del genoma
completo utilizando la plataforma de alto rendimiento (las longitudes de todas las moléculas de ADN libres de células
se obtuvieron mediante secuenciacion de un solo extremo o secuenciacion de extremos pareados, lo cual fue
importante. Se requirié secuenciar toda la molécula de ADN libre de células si se realizaba mediante secuenciacion
de un solo extremo)

b) Se obtuvo informacion de posicion de lecturas efectivas: las lecturas de una muestra de prueba se alinearon de
forma unica con la secuencia del genoma de referencia para obtener informacién de posicion, que corresponde al
genoma de referencia, de las lecturas mapeadas de forma Unica.

c) Se obtuvo el porcentaje de lecturas efectivas: Se obtuvo el porcentaje de lecturas efectivas en cada cromosoma
con respecto a las lecturas efectivas totales obtenidas en b).

d) Correccion de GC:

Los contenidos de ER y GC de cada cromosoma se ajustaron al utilizar datos conocidos obtenidos de muestras

normales para obtener una férmula de relacién: ER; = F(GCi)+¢i, y se calculé un valor medio £R; de ER. Para analizar
una muestra, se calculé un valor ER después de la correccion de acuerdo con la férmula de relacion anterior y ER y
GC de la muestra.

ﬁij = ER: +¢& =ER: +ER, - £,(GC))
e) se calcul6 fra.cri mediante el cromosomaii (i = 13, 18, 21);

f) se calculé fra.cry mediante el cromosoma Y;

g) se calculo fra.tamafio mediante el método para determinar la fraccién de ADN fetal libre de células de la presente
divulgacion;

h) Se calculé la puntuacion T: Ti = (X-ui)/ o,
donde i: un nimero de serie del cromosoma (i = 1, 2... 22);
Xi: un porcentaje de lecturas efectivas del cromosoma i en una muestra analitica;

ui: porcentaje promedio de lecturas efectivas del cromosoma i seleccionado como un sistema de referencia en una
base de datos de referencia;

oi: una desviacién estandar de los porcentajes de lecturas efectivas del cromosoma i seleccionado como un sistema
de referencia en la base de datos de referencia;

i) Se calculd la puntuacion L:
En primer lugar se calcul6 el valor de T2: T2;; = (X-u*(1+fral2))/ o,
Luego se calculé la puntuacion L: L; = log(d(T;a))/log(d(T2i,a)),

donde d(T; a) y d(T2i, a) representan la funcion de densidad de probabilidad de distribucion t, a representa el grado
de libertad, fra representa fra.cry o fra.tamario.

+ La aneuploidia cromosodmica de una muestra bajo deteccion se determind mediante fra.cry que se estimo por el
cromosoma Y (como se muestra en la tabla A).

a) Estandar de determinacion:

I. Si fra.cri/fra.cry <-0.85, el cromosoma i de un feto es un monosoma completo;
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Il. Si fra.crilfra.cry € [-0. 85, -0.3], el cromosoma i de un feto es una quimera monosoma;
Il. Si fra.crilfra.cry € [-0.3, 0.3], el cromosoma i de un feto es normal;

IV. Si fra.crilfra.cry € [0.3, 0.85], el cromosoma i de un feto es una quimera trisoma;

V. Si fra.cri/fra.cry> 0.85, el cromosoma i de un feto es un trisoma completo.

+ La aneuploidia cromosomica de una muestra bajo deteccion se determind mediante la puntuacién T y la puntuacion
L (se estimo fra.cry mediante el cromosoma Y) (como se muestra en la tabla B)

a) Se grafico un diagrama de cuatro cuadrantes en base a las puntuaciones T y puntuaciones L;

b) Cuando T=0, se graficé un diagrama de cuatro cuadrantes con T como coordenada vertical y el valor absoluto de L
como coordenada horizontal mediante zonificacion con una linea recta donde T = 3 y una linea recta donde L = 1 (se
determiné que una muestra con fraccion fetal <5% no cumplia con el control de calidad),

|. Se determin6é que el feto tenia un monosoma o quimera monosoma si se determinaba que una muestra bajo
deteccion tenia una puntuacion T y una puntuacion L (T> 3, L> 1) que cae en un primer cuadrante;

Il. Se determiné que el feto tenia una quimera monosoma si se determinaba que una muestra bajo deteccion tenia
una puntuacion T y una puntuacion L (T> 3, L<1) que cae en un segundo cuadrante;

lll. Se determind que el feto era normal si se determinaba que una muestra bajo deteccion tenia una puntuacion Ty
una puntuacion L (T<3, L<1) que cae en un tercer cuadrante;

IV. Se determiné que el feto habia dado lugar a una fraccién fetal baja si se determinaba que una muestra bajo
deteccion tenia una puntuaciéon T y una puntuacioén L (T<3, L> 1) que cae en un cuarto cuadrante; dicha muestra no
cumplié con el control de calidad.

cuando T> 0, se graficé un diagrama de cuatro cuadrantes con T como coordenada vertical y L como coordenada
horizontal mediante la zonificacion con una linea recta donde T = 3 y una linea recta donde L = 0.8 (se determiné que
una muestra con fraccion fetal <5 no cumplia con el control de calidad),

I. Se determind que el feto tenia un trisoma o una quimera trisoma si se determinaba que una muestra bajo deteccion
tenia una puntuacion T y una puntuacion L (T> 3, L> 1) que cae en un primer cuadrante;

Il. Se determiné que el feto tenia una quimera trisoma si se determinaba que una muestra bajo deteccion tenia una
puntuacion T y una puntuacion L (T> 3, L<1) que cae en un segundo cuadrante;

lll. Se determind que el feto era normal si se determinaba que una muestra bajo deteccion tenia una puntuacion Ty
una puntuacion L (T<3, L<1) que cae en un tercer cuadrante;

IV. Se determiné que el feto habia dado lugar a una fraccién fetal baja si se determinaba que una muestra bajo
deteccion tenia una puntuaciéon T y una puntuacioén L (T<3, L> 1) que cae en un cuarto cuadrante; dicha muestra no
cumplié con el control de calidad.

¢ La aneuploidia cromosémica de una muestra bajo deteccion se determind mediante fra.tamafio que se estimoé
mediante el método para determinar la fraccion de ADN fetal libre de células de la presente divulgacién (como se
muestra en la tabla C)

b) Estandar de determinacion:

I. Si fra.cri/fra.cry <-0.85, el cromosoma i de un feto es un monosoma completo;

Il. Si fra.crilfra.cry € [-0.85, -0.3], el cromosoma i de un feto es una quimera monosoma;
Il. Si fra.crilfra.cry € [-0.3, 0.3], el cromosoma i de un feto es normal;

IV. Si fra.crilfra.cry € [0.3, 0.85], el cromosoma i de un feto es una quimera trisoma;

V. Si fra.cri/fra.cry> 0.85, el cromosoma i de un feto es un trisoma completo

+ La aneuploidia cromosomica de una muestra bajo deteccion se determind mediante la puntuacién T y la puntuacion
L (se estimo fra.tamafio mediante el método para determinar la fraccion de ADN fetal libre de células de la presente
divulgacién) (como se muestra en la tabla D, Fig.2)

a) Se grafico un diagrama de cuatro cuadrantes en base a las puntuaciones T y puntuaciones L;
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b) Cuando T=0, se graficé un diagrama de cuatro cuadrantes con T como coordenada vertical y el valor absoluto de L
como coordenada horizontal mediante zonificacion con una linea recta donde T = 3 y una linea recta donde L = 1 (se
determiné que una muestra con fraccion fetal <5% no cumplia con el control de calidad),

I. Se determind que el feto tenia un monosoma o una quimera monosoma si se determinaba que una muestra bajo
deteccion tenia una puntuacion T y una puntuacién L (T> 3, L> 1) que cae en un primer cuadrante;

Il. Se determind que el feto tenia una quimera monosoma si se determinaba que una muestra bajo deteccion tenia
una puntuacion T y una puntuacion L (T> 3, L<1) que cae en un segundo cuadrante;

lll. Se determind que el feto era normal si se determinaba que una muestra bajo deteccién tenia una puntuacion T y
una puntuacion L (T<3, L<1) que cae en un tercer cuadrante;

IV. Se determiné que el feto tenia una fraccion fetal baja si se determinaba que una muestra bajo deteccion tenia una
puntuacion T y una puntuacion L (T<3, L> 1) que cae en un cuarto cuadrante; dicha muestra no cumplié con el control
de calidad;

Cuando T> 0, se grafico un diagrama de cuatro cuadrantes con T como coordenada vertical y L como coordenada
horizontal mediante la zonificacion con una linea recta donde T = 3 y una linea recta donde L = 1 (se determind que
una muestra con fraccion fetal <5% no cumplia con el control de calidad),

I. Se determind que el feto tenia un trisoma o una quimera trisoma si se determinaba que una muestra bajo deteccion
tenia una puntuacion T y una puntuacion L (T>3, L> 1) que cae en un primer cuadrante;

Il. Se determiné que el feto tenia una quimera trisoma si se determinaba que una muestra bajo deteccion tenia una
puntuacion T y una puntuacion L (T>3, L<1) que cae en un segundo cuadrante;

[ll. Se determind que el feto era normal si se determinaba que una muestra bajo deteccion tenia una puntuacion T y
una puntuacion L (T<3, L<1) que cae en un tercer cuadrante;

IV. Se determin6 que el feto habia dado lugar a una fraccion fetal baja si se determinaba que una muestra bajo
deteccion tenia una puntuaciéon T y una puntuacién L (T<3, L> 1) que cae en un cuarto cuadrante; dicha muestra no
cumplié con el control de calidad.

En esta realizacion, una muestra negativa era una muestra de plasma obtenida de una mujer normal que no estaba
embarazada; se prepar6 una muestra positiva al mezclar fragmentos de ADN que se obtuvieron al romper
aleatoriamente ADN de un tejido de aborto de acuerdo con un tamafio que variaba de 150 pb a 200 pb y plasma
obtenido de una mujer normal que no estaba embarazada; (T21, T18 representan cada uno un feto masculino; T13
representa un feto femenino); se preparé una muestra quimérica positiva al mezclar fragmentos de ADN de tejido
placentario (que se obtuvieron al romper aleatoriamente ADN de un tejido placentario de acuerdo con un tamario que
varia entre 150 pb y 200 pb), fragmentos de ADN de estirpe celular china (que se obtuvieron al romper aleatoriamente
ADN de la estirpe celular china de acuerdo con un tamafio que varia de 150 pb a 200 pb) y plasma obtenido de una
mujer normal; (T21, T18 representan cada uno un feto masculino; T13 representa un feto femenino).

Muestra No. Cariotipo del tejido Fraccion fetal Relacién quimérica Forma de
de aborto expresion
M1 trisoma 13 3.5% 0 T13-3.5%
M2 trisoma 13 5% 0 T13-5%
M3 trisoma 13 8% 0 T13-8%
M4 trisoma 13 8% 0 T13-8%
M5 trisoma 18 10% 30% T18-10%-30%
M6 trisoma 18 10% 70% T18-10%-70%
M7 trisoma 18 10% 70% T18-10%-70%
M8 trisoma 18 10% 70% T18-10%-70%
M9 trisoma 18 3.5% 0 T18-3.5%
M10 trisoma 18 5% 0 T18-5%
M11 trisoma 18 5% 0 T18-5%
M12 trisoma 18 8% 0 T18-8%
M13 trisoma 18 10% 30% T21-10%-30%
M14 trisoma 18 10%- 70% T21-10%-70%
M15 trisoma 18 10% 70% T21-10%-70%
M16 trisoma 18 10% 70% T21-10%-70%
M17 trisoma 18 3.5% 0 T21-3.5%
M18 trisoma 18 5% 0 T21-5%
M19 trisoma 18 8% 0 T21-8%
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Muestra No. Resultados de cariotipo
N1 47 ,XN+18[3]/46,XN[20]
N2 47 XN+21[301/46,XN[18]
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La referencia en esta especificacion a “una realizacion”, “algunas realizaciones”, “una realizacién”, “otro ejemplo”, “un
ejemplo”, “un ejemplo especifico” o “algunos ejemplos” significa que un rasgo, estructura, material o caracteristica
descritos en relacion con la realizacion o ejemplo se incluye en al menos una realizacion o ejemplo de la presente
divulgacion. Por lo tanto, las apariciones de expresiones tales como “en algunas realizaciones”, “en una realizacion”,
“en una realizacion”, “en otro ejemplo”, “en un ejemplo”, “en un ejemplo especifico” o “en algunos ejemplos”, en varios
lugares a lo largo de esta especificacion no se refieren necesariamente a la misma realizacion o ejemplo de la presente
divulgacion. Adicionalmente, los rasgos, estructuras, materiales o caracteristicas particulares se pueden combinarse

de cualquier manera adecuada en una o mas realizaciones o ejemplos.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para determinar la fraccién de acidos nucleicos fetales libres de células en una muestra de sangre
periférica de una mujer embarazada, que comprende:

(i) realizar la secuenciacion sobre acidos nucleicos libres de células contenidos en la muestra para obtener un resultado
de la secuenciacion que consiste en una pluralidad de datos de secuenciacion;

(ii) determinar el numero de acidos nucleicos libres de células de una longitud que cae en un rango predeterminado
en la muestra en base al resultado de la secuenciacion; y

(iii) determinar la fraccion de acidos nucleicos fetales libres de células en la muestra en base al niumero de acidos
nucleicos libres de células de una longitud que cae en el rango predeterminado, en el que se determina dicho rango
predeterminado antes de la etapa (i) mediante las siguientes etapas:

(a) determinar las longitudes de los acidos nucleicos libres de células en una pluralidad de muestras de sangre
periférica de control de mujeres embarazadas en cada una de las cuales se conoce la fraccion de acidos nucleicos
fetales libres de células;

(b) establecer una pluralidad de rangos de longitud candidatos y determinar el porcentaje de acidos nucleicos libres
de células obtenidos de cada una de la pluralidad de muestras de control presentes en cada rango de longitud
candidato;

(c) determinar un coeficiente de correlacion para cada rango de longitud candidato en base al porcentaje de acidos
nucleicos libres de células obtenidos de cada una de la pluralidad de muestras de control presentes en cada rango de
longitud candidato y la fraccion conocida de acidos nucleicos fetales libres de células en cada una de las muestras de
control; y

(d) determinar al menos un rango de longitud candidato o una combinacion de los rangos de longitud candidatos como
el rango predeterminado en base al coeficiente de correlacién maximo.

2. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que determinar el nimero de acidos nucleicos libres de células
de una longitud que cae en el rango predeterminado en la muestra en base al resultado de la secuenciacién comprende
adicionalmente:

(a) alinear el resultado de la secuenciaciéon con un genoma de referencia, para construir un conjunto de datos que
consiste en una pluralidad de lecturas mapeadas de forma Unica, donde cada lectura en el conjunto de datos se puede
mapear a una Unica posicion del genoma de referencia;

(b) determinar la longitud del acido nucleico libre de células que corresponde a cada lectura mapeada de forma Unica
en el conjunto de datos; y

(c) determinar el numero de acidos nucleicos libres de células de una longitud que cae en el rango predeterminado.

3. Un método de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que la determinacion de la longitud del acido nucleico libre de
células que corresponde a cada lectura mapeada de forma Unica en el conjunto de datos comprende adicionalmente:

determinar la longitud de cada lectura mapeada de forma Unica en el genoma de referencia como la longitud del acido
nucleico libre de células que corresponde a la lectura.

4. Un método de acuerdo con de la reivindicacion 2, en el que los acidos nucleicos libres de células de la muestra se
secuencian mediante secuenciacion de extremos emparejados y la determinacién de la longitud del acido nucleico
libre de células que corresponde a cada lectura mapeada de forma Unica en el conjunto de datos comprende
adicionalmente:

determinar la posicion que corresponde al genoma de referencia del extremo 5’ del acido nucleico libre de células en
base a los datos de secuenciacion para el extremo 5 de cada lectura mapeada de forma Unica obtenida en la
secuenciacion de extremos emparejados;

determinar la posicion que corresponde al genoma de referencia del extremo 3’ del acido nucleico libre de células en
base a los datos de secuenciacién en el otro extremo de la misma lectura mapeada de forma Unica obtenida en la
secuenciacion de extremos emparejados; y

determinar la longitud del acido nucleico libre de células en base a las posiciones del extremo 5’ y el extremo 3’ del
acido nucleico libre de células.

5. Un método de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que la determinaciéonde la fraccién de acidos nucleicos fetales
libres de células en la muestra en base al numero de acidos nucleicos libres de células de una longitud que cae en el
rango predeterminado comprende adicionalmente:

36



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2903 103 T3

determinar el porcentaje de acidos nucleicos libres de células presentes en el rango predeterminado en base al nimero
de acidos nucleicos libres de células de una longitud que cae en el rango predeterminado; y

determinar la fraccion de acidos nucleicos fetales libres de células en la muestra, en base al porcentaje de acidos
nucleicos libres de células presentes en el rango predeterminado de acuerdo con una funcion predeterminada,

en el que la funcién predeterminada se determina en base a la pluralidad de muestras de control.

6. Un método de acuerdo con la reivindicaciéon 5, en el que la funcién predeterminada se obtiene mediante las
siguientes etapas:

(i) determinar el porcentaje de acidos nucleicos libres de células obtenidos de cada muestra de control presente en el
rango predeterminado; y

(ii) ajustar el porcentaje de acidos nucleicos libres de células obtenido de cada muestra de control presente en el rango
predeterminado con la fracciéon conocida de acidos nucleicos fetales libres de células para determinar dicha funcién;
opcionalmente, en el que el porcentaje de acidos nucleicos libres de células obtenido de cada muestra de control
presente en el rango predeterminado se ajusta con la fraccion conocida de acidos nucleicos fetales libres de células
mediante un ajuste lineal.

7. Un método de acuerdo con de la reivindicacion 1, en el que el rango predeterminado es de 185 pb a 204 pb.

8. Un método de acuerdo con de la reivindicacion 5, en el que la funcién predeterminada es d = 0.0334*p+1.6657,
donde d representa una fraccién de acidos nucleicos fetales libres de células, y p representa el porcentaje de acido
nucleico libre de células presente en el rango predeterminado.

9. Un método de acuerdo con la reivindicacion 8, en el que las muestras de control son muestras de sangre periférica
obtenidas de mujeres embarazadas con un feto masculino normal, en el que se sabe que la fraccion de acidos
nucleicos libres de células que son acidos nucleicos fetales libres de células se determina por el cromosoma Y.

10. Un método de acuerdo con de la reivindicaciéon 1, en el que dicha fraccién de acidos nucleicos fetales libres de
células se determina en una muestra de sangre periférica obtenida de una mujer embarazada con gemelos como una
primera fraccion de ADN fetal libre de células y que adicionalmente comprende:

(a) determinar una segunda fraccién de ADN fetal libre de células en base a los datos de secuenciacion derivados del
cromosoma Y en el resultado de la secuenciacion; y

(b) determinar el sexo de los gemelos en base a la primera fraccion de ADN fetal libre de células y dicha segunda
fraccion de ADN fetal libre de células.

11. Un método de acuerdo con la reivindicacién 10, en el que dicha segunda fraccion de ADN fetal libre de células se
determina de acuerdo con la siguiente férmula:

Fra.cry=(cry.ER%-Mujer.cry.ER%)/(Hombre.cry.ER%-Mujer.cry.ER%)*100% |,

donde fra.cry representa dicha segunda fraccion de ADN fetal libre de células, cry.ER% representa un porcentaje de
los datos de secuenciacién derivados del cromosoma Y en el resultado de la secuenciaciéon para los datos de
secuenciacion totales;

Mujer.cry.ER% representa un porcentaje promedio de los datos de secuenciacion de acidos nucleicos libres de células
que se alinean con el cromosoma Y en una muestra de sangre periférica obtenida de una mujer embarazada
predeterminada para estar con un feto femenino normal para los datos de secuenciacion totales de los mismos; y
Hombre.cry.ER% representa un porcentaje promedio de los datos de secuenciacion de acidos nucleicos libres de
células derivados del cromosoma Y en una muestra de sangre periférica obtenida de un hombre sano para los datos
de secuenciacion totales de los mismos.

12. Un método de acuerdo con de la reivindicacion 10 o la reivindicaciéon 11, en el que determinar el sexo de los
gemelos en base a la primera fraccion de ADN fetal libre de células y dicha segunda fraccién de ADN fetal libre de
células comprende adicionalmente:

(a) determinar una relacién de dicha segunda fraccion de ADN fetal libre de células a la primera fraccion de ADN fetal
libre de células; y

(b) determinar el sexo de los gemelos al comparar la relacion determinada en (a) con un primer umbral predeterminado
y un segundo umbral predeterminado,

en el que el primer umbral se ha determinado en base a una pluralidad de muestras de control obtenidas de mujeres
embarazadas que se sabe que tienen gemelos femeninos y el segundo umbral se ha determinado en base a una
pluralidad de muestras de control obtenidas de mujeres embarazadas que se sabe que tienen gemelos varones,
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y en el que

ambos fetos de los gemelos se determinan como femeninos si la relacion de dicha segunda fraccion de ADN fetal libre
de células con la primera fraccion de ADN fetal libre de células es menor que el primer umbral,

ambos fetos de los gemelos se determinan como masculinos si la relacion de dicha segunda fraccion de ADN fetal
libre de células con la primera fraccién de ADN fetal libre de células es mayor que el segundo umbral, y

se determina que los gemelos incluyen un feto masculino y un feto femenino si la relacion de dicha segunda fraccion
de ADN fetal libre de células con la primera fraccion de ADN fetal libre de células es igual al primer umbral o al segundo
umbral, o entre el primer umbral y el segundo umbral.

13. Un método de acuerdo con de la reivindicacion 12, en el que el primer umbral es 0.35 y el segundo umbral es 0.7.

14. Un método de acuerdo con de la reivindicaciéon 1, en el que dicha fraccién de acidos nucleicos fetales libres de
células se determina en una muestra de sangre periférica obtenida de una mujer embarazada con gemelos como una
primera fraccion de ADN fetal libre de células y que adicionalmente comprende:

(a) determinar una tercera fraccién de ADN fetal libre de células, en base a los datos de secuenciacion derivados de
un cromosoma predeterminado en el resultado de la secuenciacion; y

(b) determinar si los gemelos bajo deteccion tienen aneuploidia con respecto al cromosoma predeterminado en base
a la primera fraccion de ADN fetal libre de células y dicha tercera fraccién de ADN fetal libre de células.

15. Un método de acuerdo con la reivindicacién 14, en el que dicha tercera fraccién de ADN fetal libre de células se
determina de acuerdo con la siguiente férmula:

fra.cri= 2 *(cri.ER% | ajuste.criER% -1)*100%, donde fra.cri representa dicha tercera fraccién de ADN fetal libre de
células, i representa un niumero de serie del cromosoma predeterminado e i es cualquier entero en el rango de 1 a 22;
cri.ER% representa un porcentaje de los datos de secuenciacion derivados del cromosoma predeterminado en el
resultado de la secuenciacion a los datos de secuenciacion totales; ajuste.cri.ER% representa un porcentaje promedio
de los datos de secuenciacion de acidos nucleicos libres de células derivados del cromosoma predeterminado en una
muestra de sangre periférica obtenida de una mujer embarazada predeterminada para estar con gemelos normales
para los datos de secuenciacion totales de los mismos.

16. Un método de acuerdo con de la reivindicacion 14 o la reivindicacién 15, en el que determinar si los gemelos bajo
deteccién tienen aneuploidia con respecto al cromosoma predeterminado en base a la primera fraccion de ADN fetal
libre de células y dicha tercera fraccion de ADN fetal libre de células comprende adicionalmente:

(a) determinar una relacion de dicha tercera fraccion de ADN fetal libre de células con la primera fraccion de ADN fetal
libre de células; y

(b) determinar si los gemelos bajo deteccion tienen aneuploidia con respecto al cromosoma predeterminado al
comparar la relacion determinada en (a) con un tercer umbral predeterminado y un cuarto umbral predeterminado,

y en el que el tercer umbral se ha determinado en base a una pluralidad de muestras de control obtenidas de mujeres
embarazadas con gemelos que se sabe que no tienen aneuploidia con respecto al cromosoma predeterminado y el
cuarto umbral se ha determinado en base a una pluralidad de muestras de control obtenidas de mujeres embarazadas
con gemelos que se sabe que tienen aneuploidia con respecto al cromosoma predeterminado,

y en el que

se determina que ambos fetos de los gemelos no tienen aneuploidia con respecto al cromosoma predeterminado si la
relacion de dicha tercera fraccion de ADN fetal libre de células con la primera fraccién de ADN fetal libre de células es
menor que el tercer umbral,

se determina que ambos fetos de los gemelos tienen aneuploidia con respecto al cromosoma predeterminado si la
relacion de dicha tercera fraccion de ADN fetal libre de células con la primera fraccién de ADN fetal libre de células es
mayor que el cuarto umbral, y

se determina que un feto de los gemelos tiene aneuploidia con respecto al cromosoma predeterminado, mientras que
se determina que el otro feto de los gemelos no tiene aneuploidia con respecto al cromosoma predeterminado si la
relacion de dicha tercera fraccion de ADN fetal libre de células con la primera fraccién de ADN fetal libre de células es
igual al tercer umbral o al cuarto umbral, o entre el tercer umbral y el cuarto umbral.

17. Un método de acuerdo con de la reivindicacion 1, en el que el tercer umbral es 0.35 y el cuarto umbral es 0.7.

18. Un método de acuerdo con la reivindicacion 14, en el que el cromosoma predeterminado es al menos uno
seleccionado de los cromosomas 18, 21y 23.
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19. Un método de acuerdo con de la reivindicaciéon 1, en el que dicha fraccién de acidos nucleicos fetales libres de
células se determina en una muestra de sangre periférica obtenida de una mujer embarazada con gemelos como una
primera fraccion de ADN fetal libre de células y que adicionalmente comprende:

(a) determinar una fraccion x; del numero de datos de secuenciacion derivados del cromosoma i en el resultado de la
secuenciacioén para los datos de secuenciacion totales, donde i representa un nimero de serie del cromosoma, e i es
cualquier entero en el rango de 1 a 22;

(b) determinar una puntuacion T del cromosoma i de acuerdo con T;=(Xi- ui)/(o;, donde i representa el numero de serie
del cromosoma e i es cualquier entero en el rango de 1 a 22, u; representa un porcentaje promedio de los datos de
secuenciacién del cromosoma i seleccionado como un sistema de referencia en una base de datos de referencia para
los datos de secuenciacion totales del mismo, oi representa una desviacion estandar de los porcentajes de los datos
de secuenciacion del cromosoma i seleccionado como un sistema de referencia en la base de datos de referencia
para los datos de secuenciacion totales del mismo,

(c) determinar una puntuacién L del cromosoma i de acuerdo con L; = log(d(Ti, a))/llog(d(T2; a)), donde i representa el
numero de serie del cromosoma e i es cualquier entero en el rango de 1 a 22, T2; = (Xi- yi * (1 + fra/2))/o;; d(Ti, a) y
d(T2; a) representan la funcion de densidad de probabilidad de distribucién t, donde a representa el grado de libertad,
fra representa dicha primera fraccion de ADN fetal libre de células,

(d) graficar un diagrama de cuatro cuadrantes con T como coordenada vertical y L como coordenada horizontal
mediante zonificaciéon con una primera linea recta donde T = quinto umbral predeterminado y una segunda linea recta
donde L = sexto umbral predeterminado,

en el que

se determina que ambos fetos de los gemelos tienen un trisoma si se determina que una muestra bajo deteccion tiene
una puntuacion T y una puntuacion L que cae en un primer cuadrante;

se determina que un feto de los gemelos tiene un trisoma y se determina que el otro feto de los gemelos es normal si
se determina que una muestra bajo deteccién tiene una puntuaciéon T y una puntuacion L que cae en un segundo
cuadrante;

se determina que ambos fetos de los gemelos son normales si se determina que una muestra bajo deteccion tiene
una puntuacion T y una puntuacion L que cae en un tercer cuadrante, y

se determina que los gemelos han dado lugar a una fraccion fetal baja si se determina que una muestra bajo deteccion
tiene una puntuacion T y una puntuacion L que cae en un cuarto cuadrante de tal manera que no se adopta el resultado.

20. Un método de acuerdo con de la reivindicacién 1, en el que dicha fraccidén de acidos nucleicos fetales libres de
células se determina en una muestra de sangre periférica obtenida de una mujer embarazada con un feto como una
primera fraccion de ADN fetal libre de células y que adicionalmente comprende:

(a) determinar una tercera fraccion de ADN fetal libre de células en base a los datos de secuenciacion derivados de
un cromosoma predeterminado en el resultado de la secuenciacion; y

(b) determinar si el feto bajo deteccion tiene quimera fetal con respecto al cromosoma predeterminado en base a la
primera fraccion de ADN fetal libre de células y dicha tercera fraccion de ADN fetal libre de células.

21. Un método de acuerdo con la reivindicacién 20, en el que dicha tercera fraccién de ADN fetal libre de células se
determina mediante la siguiente formula:

fra.cri=2*(cri.ER% | ajuste.cri.ER%-1)*100%, donde fra.cri representa dicha tercera fraccion de ADN fetal libre de
células, i representa un nimero de serie del cromosoma predeterminado e i es cualquier entero en el rango de 1 a 22;
cri.ER% representa un porcentaje de los datos de secuenciacion derivados del cromosoma predeterminado en el
resultado de la secuenciacion a los datos de secuenciacion totales; ajuste.cri. ER% representa un porcentaje promedio
de los datos de secuenciacion de acidos nucleicos libres de células derivados del cromosoma predeterminado en una
muestra de sangre periférica obtenida de una mujer embarazada predeterminada para estar con un feto normal para
los datos de secuenciacion totales de los mismos.

22. Un método de acuerdo con de la reivindicacion 20 o la reivindicacion 21, en el que determinar si el feto bajo
deteccion tiene quimera fetal con respecto al cromosoma predeterminado en base a la primera fraccion de ADN fetal
libre de células y dicha tercera fraccion de ADN fetal libre de células comprende adicionalmente:

(a) determinar una relacion de dicha tercera fraccion de ADN fetal libre de células con la primera fraccion de ADN fetal
libre de células; y

(b) determinar si el feto bajo deteccion tiene quimera con respecto al cromosoma predeterminado al comparar la
relacion determinada en (a) con una pluralidad de umbrales predeterminados.
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23. Un método de acuerdo con de la reivindicacion 22, en el que la pluralidad de umbrales predeterminados comprende
al menos uno seleccionado de:

un séptimo umbral determinado en base a una pluralidad de muestras de control con el cromosoma predeterminado
que se sabe es un monosoma completo,

un octavo umbral determinado en base a una pluralidad de muestras de control con el cromosoma predeterminado
que se sabe es una quimera monosoma,

un noveno umbral determinado en base a una pluralidad de muestras de control con el cromosoma predeterminado
que se sabe que es normal,

un décimo umbral determinado en base a una pluralidad de muestras de control con el cromosoma predeterminado
que se sabe es un trisoma completo,

y en el que

se determina que el cromosoma predeterminado del feto bajo deteccidon es un monosoma completo si la relacion de
dicha tercera fraccion de ADN fetal libre de células con la primera fraccién de ADN fetal libre de células es menor que
el séptimo umbral;

se determina que el cromosoma predeterminado del feto bajo deteccién es una quimera monosoma si la relacion de
dicha tercera fraccién de ADN fetal libre de células con la primera fraccion de ADN fetal libre de células no es menor
que el séptimo umbral ni mayor que el octavo umbral;

se determina que el cromosoma predeterminado del feto bajo deteccion es normal si la relacion de dicha tercera
fraccion de ADN fetal libre de células con la primera fraccion de ADN fetal libre de células es mayor que el octavo
umbral y menor que el noveno umbral;

se determina que el cromosoma predeterminado del feto bajo deteccion es una quimera trisoma, si la relacion de dicha
tercera fraccion de ADN fetal libre de células con la primera fraccion de ADN fetal libre de células no es menor que el
noveno umbral ni mayor que el décimo umbral; y

se determina que el cromosoma predeterminado del feto bajo deteccién es un trisoma completo, si la relacion de dicha
tercera fraccion de ADN fetal libre de células con la primera fraccion de ADN fetal libre de células es mayor que el
décimo umbral.

24. Un método de acuerdo con la reivindicacion 23, en el que

el séptimo umbral es mayor que -1 y menor que 0, por ejemplo -0.85;

el octavo umbral es mayor que el séptimo umbral y menor que 0, por ejemplo, -0.3;
el noveno umbral es mayor que 0 y menor que 1, por ejemplo 0.3; y

el décimo umbral es mayor que el noveno umbral y menor que 1, por ejemplo 0.85.

25. Un método de acuerdo con de la reivindicaciéon 1, en el que dicha fraccidén de acidos nucleicos fetales libres de
células se determina en una muestra de sangre periférica obtenida de una mujer embarazada con un feto como una
primera fraccion de ADN fetal libre de células y que adicionalmente comprende_:

(a) determinar una fraccion x; del numero de datos de secuenciacion derivados del cromosoma i en el resultado de la
secuenciacioén para los datos de secuenciacion totales, donde i representa un nimero de serie del cromosoma, e i es
cualquier entero en el rango de 1 a 22;

(b) determinar una puntuacion T del cromosoma i de acuerdo con T; = (X;i- i)/0i, donde i representa el niUmero de serie
del cromosoma e i es cualquier entero en el rango de 1 a 22, yi representa un valor promedio de porcentajes de datos
de secuenciacion del cromosoma i seleccionado como un sistema de referencia en una base de datos de referencia
para los datos de secuenciacion totales del mismo, oi representa una desviacion estandar de los porcentajes de los
datos de secuenciacion del cromosoma i seleccionado como el sistema de referencia en la base de datos de referencia
para los datos de secuenciacion totales del mismo,

(c) determinar una puntuacioén L del cromosoma i de acuerdo con

Li=log(d(T; a))/log(d(T2;a)), donde i representa el nUmero de serie del cromosoma e i es cualquier entero en el rango
de 1a22,

T2i = (Xi- pi* (1 + fra/2))/ o;; d(T;, a) y d(T2;, a) representa la funcion de densidad de probabilidad de distribucion t,
donde a representa el grado de libertad, fra representa dicha primera fraccion de ADN fetal libre de células;
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(d) graficar un diagrama de cuatro cuadrantes con T como coordenada vertical y L como coordenada horizontal
mediante zonificacion con una tercera linea recta donde T = undécimo umbral predeterminado y una cuarta linea recta
donde L = duodécimo umbral predeterminado, cuando la puntuacion T no es mayor que 0,

en el que

se determina que el feto tiene un monosoma completo o quimera monosoma con respecto al cromosoma
predeterminado si se determina que una muestra bajo deteccion tiene una puntuaciéon T y una puntuacion L que cae
en un primer cuadrante;

se determina que el feto tiene una quimera monosoma con respecto al cromosoma predeterminado si se determina
que una muestra bajo deteccion tiene una puntuacion T y una puntuacién L que cae en un segundo cuadrante;

se determina que el feto es normal con respecto al cromosoma predeterminado, si se determina que una muestra bajo
deteccion tiene una puntuacion T y una puntuacion L que cae en un tercer cuadrante; y

se determina que el feto ha dado lugar a una fraccion fetal baja si se determina que una muestra bajo deteccion tiene
una puntuacion T y una puntuacion L que cae en un cuarto cuadrante de tal manera que no se adopta el resultado,

(e) graficar un diagrama de cuatro cuadrantes con T como coordenada vertical y L como coordenada horizontal
mediante zonificacion con una primera linea recta donde T = decimotercero umbral predeterminado y una segunda
linea recta donde L = decimocuarto umbral predeterminado, cuando la puntuacion T es mayor que 0, en el que

se determina que el feto tiene un trisoma o quimera trisoma completo con respecto al cromosoma predeterminado si
se determina que una muestra bajo deteccion tiene una puntuacion T y una puntuacion L que cae en un primer
cuadrante;

se determina que el feto tiene una quimera trisoma con respecto al cromosoma predeterminado si se determina que
una muestra bajo deteccion tiene una puntuaciéon T y una puntuacién L que cae en un segundo cuadrante;

se determina que el feto es normal con respecto al cromosoma predeterminado si se determina que una muestra bajo
deteccion tiene una puntuacion T y una puntuacion L que cae en un tercer cuadrante; y

se determina que el feto ha dado lugar a una fraccion fetal baja si se determina que una muestra bajo deteccion tiene
una puntuacion T y una puntuacion L que cae en un cuarto cuadrante de tal manera que no se adopta el resultado.

26. Un método de acuerdo con la reivindicacion 25, en el que el undécimo umbral y el decimotercero umbral son cada
uno independientemente 3 y el duodécimo umbral y el decimocuarto umbral son cada uno independientemente 1.
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