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DESCRIPCION
Determinacién de un genotipo de un feto
Antecedentes

Las enfermedades genéticas, canceres y otras afecciones a menudo son el resultado o producen un desequilibrio en
dos cromosomas o alelos correspondientes u otras secuencias de acidos nucleicos. Es decir, una cantidad de una
secuencia respecto a otra secuencia es mayor o menor de lo normal. Habitualmente, la proporcién normal es una
proporcion 50/50 uniforme. El sindrome de Down (trisomia 21) es una enfermedad que tiene un desequilibrio de un
cromosoma 21 de mas.

Los métodos de diagndstico prenatal convencionales de trisomia 21 implican el muestreo de materiales fetales
mediante procedimientos invasivos tales como la amniocentesis o el muestreo de vellosidades coridnicas, que
suponen un riesgo determinado de pérdida fetal. Los procedimientos no invasivos, tales como el cribado mediante de
ecografia y marcadores bioquimicos, se han utilizado para estratificar el riesgo de mujeres gestantes antes de los
procedimientos de diagnéstico invasivos definitivos. Sin embargo, estos métodos de seleccién tipicamente miden
epifendmenos que se asocian con la trisomia 21 en lugar de la anomalia cromosémica del nucleo y por tanto, tienen
una exactitud diagnostica subdptima y otras desventajas, tal como estar influenciada altamente por la edad
gestacional.

El descubrimiento de ADN fetal libre de células circulante en el plasma materno en 1997 abri6é nuevas posibilidades
para el diagnostico prenatal no invasivo (Lo, YMD y Chiu, RWK 2007 Nat Rev Genet 8, 71-77). Si bien este método
se ha aplicado facilmente al diagndstico prenatal ligado al sexo (Costa, JM et al. 2002 N Engl J Med 346, 1502) y a
ciertos trastornos genéticos unicos (Lo, YMD et al. 1998 N Engl J Med 339, 1734-1738), su aplicacion a la deteccion
prenatal de aneuploidias cromosomicas fetales ha representado un desafio considerable (Lo, YMD y Chiu, RWK 2007,
anteriormente citado). Primero, los acidos nucleicos fetales coexisten en el plasma materno con un elevado fondo de
acidos nucleicos de origen materno que pueden interferir con el analisis (Lo, YMD et al. 1998 Am J Hum Genet 62,
768-775). Segundo, los acidos nucleicos circulan en el plasma materno predominantemente en una forma libre de
células, dificultando la derivacion de la informacion de dosis de genes o cromosomas dentro del genoma fetal.

Se han realizado desarrollos considerables para superar estos desafios recientemente (Benachi, Ay Costa, JM 2007
Lancet 369, 440-442). Un enfoque detecta los acidos nucleicos especificos fetales en el plasma materno, superando
por tanto el problema de la interferencia del fondo materno (Lo, YMD y Chiu, RWK 2007, anteriormente citado). La
dosis del cromosoma 21 se dedujo a partir de las proporciones de alelos polimérficos en las moléculas de ADN/ARN
derivadas de placenta. Sin embargo, este método es menos exacto cuando las muestras contienen menos cantidad
de acido nucleico diana y solo pueden aplicarse a fetos que son heterocigoéticos para los polimorfismos diana, lo cual
es solo un subconjunto de la poblacién si se usa un polimorfismo.

Dhallan et al. (Dhallan, R, et al. 2007, anteriormente citado Dhallan, R, et al. 2007 Lancet 369, 474-481) describen una
estrategia alternativa de enriquecimiento de la proporcién de ADN fetal circulante afiadiendo formaldehido al plasma
materno. La proporcién de secuencias del cromosoma 21 aportadas por el feto en el plasma materno se determind
evaluando la proporcion de alelos especificos fetales heredados por via paterna respecto a alelos especificos no
fetales para polimorfismos de un solo nucleétido, (SNP; del inglés, Single Nucleotide Polymorphisms) en el cromosoma
21. De forma analoga, se calcularon las proporciones de SNP para un cromosoma de referencia. A continuacioén, se
dedujo un desequilibrio del cromosoma fetal 21 mediante la deteccién de una diferencia estadisticamente significativa
entre las proporciones de SNP para el cromosoma 21 y aquellas del cromosoma de referencia, donde el nivel de
significacion se definié utilizando un valor fijo de p < 0,05. Para garantizar una alta cobertura de la poblacion, se
seleccionaron mas de 500 SNP por cromosoma. Sin embargo, ha habido controversias con respecto a la eficacia del
formaldehido para enriquecer a una elevada proporcion (Chung, GTY, et al. 2005 Clin Chem 51, 655-658) y por tanto
la reproducibilidad del método necesita evaluarse de forma adicional. Ademas, como cada feto y madre serian
informativos para un numero diferente de SNP para cada cromosoma, la potencia del ensayo estadistico para la
comparacion de proporciones de SNP variaria en cada caso (Lo, YMD y Chiu, RWK. 2007 Lancet 369, 1997).
Asimismo, dado que estos enfoques dependen de la deteccion de polimorfismos genéticos, se limitan a fetos
heterocigoticos para estos polimorfismos.

La utilizacion de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y la cuantificacion de ADN de un locus del cromosoma
21y de un locus de referencia en cultivos de amniocitos, obtenidos de fetos con trisomia 21 y euploides, Zimmermann
et al. (2002 Clin Chem. 48, 362-363) pudo diferenciar los dos grupos de fetos basandose en el aumento de 1,5 veces
en las secuencias de ADN del cromosoma 21 en el primer grupo. Dado que una diferencia de 2 veces en la
concentracion del molde de ADN constituye una diferencia de un solo ciclo umbral (Ct), la discriminacién de una
diferencia de 1,5 veces ha sido el limite de la PCR en tiempo real convencional. Para conseguir grados de
discriminacion cuantitativa mas sutiles, se requieren estrategias alternativas. Por consiguiente, algunas realizaciones
de la presente invencion utilizan PCR digital (Vogelstein, B et al. 1999 Proc Natl Acad Sci USA 96, 9236-9241) para
este proposito.
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La PCR digital se ha desarrollado para la deteccién del sesgo de la proporcion alélica en muestras de acidos nucleicos
(Chang, HW et al. 2002 J Natl Cancer Inst. 94, 1697-1703). Clinicamente, se ha mostrado su utilidad para la deteccion
de la pérdida de heterocigosidad (LOH; del inglés, loss of heterozygosity) en muestras de ADN tumorales (Zhou, W.
et al. 2002 Lancet 359, 219-225). Para el analisis de resultados de PCR digital, se ha adoptado en estudios previos
una prueba de la proporcion de probabilidades secuencial (SPRT; del inglés, Sequential Probability Ratio Testing) para
clasificar los resultados experimentales sugerentes de la presencia de LOH en una muestra o no (El Karoui et al. 2006
Stat Med 25, 3124-3133). En algunos métodos utilizados en los estudios previos, el valor de limite para determinar el
LOH utilizé una proporcion de referencia fija de los dos alelos en el ADN de 2/3. Como la cantidad, proporcion y
concentracion de acidos nucleicos fetales en plasma materno son variables, estos métodos no son adecuados para
detectar la trisomia 21 utilizando acidos nucleicos fetales en un fondo de acidos nucleicos maternos en plasma
materno.

Es deseable tener una prueba no invasiva para la deteccion de trisomia 21 fetal (y otros desequilibrios) basada en el
analisis de acidos nucleicos fetales circulantes, especialmente uno que sea independiente del uso de polimorfismos
genéticos y/o marcadores especificos fetales. Es deseable también tener una determinacion exacta de valores limite
y de recuento de secuencias, que puedan reducir el nimero de pocillos de datos y/o la cantidad de moléculas de
acidos nucleicos de plasma materno necesarias para la exactitud, proporcionando por tanto una eficacia aumentada
y una eficacia del coste. Es deseable también que las pruebas no invasivas tengan elevada sensibilidad y especificidad
para minimizar los diagnoésticos falsos.

Otra aplicacion de la deteccion de ADN fetal en plasma materno es para el diagnéstico prenatal de trastornos génicos
unicos, tales como la beta-talasemia. Sin embargo, como el ADN fetal solo constituye una fraccién minoritaria del ADN
en el plasma materno, se cree que este enfoque solo puede detectar una mutaciéon que un feto ha heredado de su
padre, pero que esta ausente de la madre. Entre los ejemplos de esto se incluye la delecion de 4 pb en los codones
41/42 del gen de la beta-globina humana que provoca la beta-talasemia (Chiu RWK et al. 2002 Lancet, 360, 998-1000)
y la mutacién de Q890X del gen regulador de la conductancia transmembrana de la fibrosis quistica (Gonzalez-
Gonzalez et al. 2002 Prenat Diagn, 22, 946-8). Sin embargo, dado que tanto la beta-talasemia como la fibrosis quistica
son afecciones recesivas autosémicas, en las que el feto necesitaria heredar una mutacién de cada parental antes de
que la enfermedad se manifestara, la deteccion de la mutacién heredada meramente por via paterna solo
incrementaria el riesgo de que el feto tenga la enfermedad de un 25 % a un 50 %. Diagndsticamente, esto no es lo
ideal. Por tanto, la principal aplicaciéon diagnoéstica del enfoque existente seria para el escenario cuando se puede
detectar la mutacion fetal no heredada por via paterna en el plasma materno, donde el feto a continuacién, puede
estar excluido de tener el estado de enfermedad homocigético. Sin embargo, diagnésticamente, este enfoque tiene la
desventaja de que la conclusion se realiza basada en la deteccidon negativa de la mutacién paterna. Por tanto, un
enfoque que permitiera que se determine el genotipo fetal completo (sea homocigético normal, homocigético mutante
o heterocigético) a partir de plasma materno, sin la limitacion anterior, seria muy deseable.

Breve sumario

Los ejemplos desvelados en el presente documento proporcionan métodos, sistemas y aparatos para determinar si
un desequilibrio de secuencias de acido nucleico (por ejemplo, desequilibrio alélico, desequilibrio mutacional o
desequilibrio cromosémico) existe dentro de una muestra biolégica. Se eligen uno o mas valores limite para determinar
un desequilibrio de, por ejemplo, una proporcién de cantidades de las dos secuencias (o conjuntos de secuencias).

En un ejemplo, el valor limite se determina basandose, al menos en parte, en el porcentaje de secuencias fetales
(acido nucleico clinicamente relevante) en una muestra bioldgica, tal como plasma materno o suero u orina, que
contiene un fondo de secuencias de acidos nucleicos maternos. En otra realizacion, el valor limite se determina
basandose en una concentracion promedio de una secuencia en una pluralidad de reacciones. En un aspecto, el valor
limite se determina a partir de una proporcién de pocillos informativos que se estima que contienen una secuencia de
acido nucleico particular, donde la proporciéon se determina basandose en el porcentaje mencionado anteriormente
y/o la concentracion promedio.

El valor limite se puede determinar utilizando muchos tipos diferentes de métodos, tales como SPRT, descubrimiento
falso, intervalo de confianza, caracteristica operativa del receptor (ROC; del inglés, receiver operating characteristic).
Esta estrategia minimiza adicionalmente la cantidad de pruebas necesarias antes de que se pudiera realizar una
clasificacion segura. Esto es de una relevancia particular para los analisis de acidos nucleicos plasmaticos en donde
la cantidad de molde a menudo es limitante.

De acuerdo con la invencioén, se proporciona un método implementado en un ordenador para determinar un genotipo
de un feto de una mujer gestante en un primer locus, el feto que tiene una madre que es la mujer gestante, en donde
la madre es heterocigética en el primer locus para un primer alelo y un segundo alelo que es diferente del primer alelo,
comprendiendo el método: recibir datos a partir de una pluralidad de reacciones que implican moléculas de ADN libre
de células de una muestra bioldgica de la madre, en donde la muestra biolégica es plasma o suero materno y que
incluye moléculas de ADN libre de células del sujeto femenino y del feto, en donde cada reaccion indica una presencia
0 ausencia del primer alelo y del segundo alelo y en donde los datos incluyen: (1) un primer conjunto de datos
cuantitativos que indican una primera cantidad de reacciones que son positivas para la presencia del primer alelo del
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sujeto femenino y del feto en la pluralidad de reacciones; y (2) un segundo conjunto de datos cuantitativos que indican
una segunda cantidad de reacciones que son positivas para la presencia del segundo alelo del sujeto femenino y del
feto en la pluralidad de reacciones; determinar un parametro a partir de los dos conjuntos de datos, en donde el
parametro incluye una proporcion entre la primera cantidad y la segunda cantidad; comparar el pardmetro con uno o
mas valores limite para determinar el genotipo del feto, en donde el feto se determina que tiene solo el primer alelo en
el primer locus cuando la primera cantidad es mayor que la segunda cantidad mediante un grado especificado por uno
de dichos uno o mas valores limite, en donde el feto se determina que tiene solo el segundo alelo en el primer locus
cuando la segunda cantidad es mayor que la primera cantidad por un grado especificado por uno de dichos uno o mas
valores limite y en donde el feto se determina que es heterocigético para el primer alelo y el segundo alelo cuando la
primera cantidad y la segunda cantidad son estadisticamente iguales, como se especifica por dichos uno o mas valores
limite.

Otro aspecto de la invencion se dirige a un medio legible por ordenador asociado con el método de la invencién.

Se puede obtener una mejor comprension de la naturaleza y ventajas de la presente invencion con referencia a la
siguiente descripcion detallada y los dibujos adjuntos.

Breve descripcion de los dibujos
La Fig. 1 es un diagrama de flujo que ilustra un experimento de PCR digital.

La Fig. 2A ilustra un método de andlisis digital de ARN-SNP y RCD de acuerdo con una realizacion de la presente
invencion.

La Fig. 2B muestra una tabla de ejemplos de anomalias cromosémicas detectables frecuentemente en canceres.
La Fig. 3 ilustra un grafico que tiene las curvas SPRT utilizadas para determinar el sindrome de Down.

La Fig. 4 muestra un método para determinar un estado de enfermedad utilizando un porcentaje de células fetales.
La Fig. 5 muestra un método para determinar un estado de enfermedad utilizando una concentracion promedio.
La Fig. 6 muestra una tabla que tabula la proporcion alélica de ARN-SNP digital esperada y la Pr de muestras de
trisomia 21 para un intervalo de concentraciones de moldes expresado como la concentracién de moldes de
referencia promedio por pocillo (mr).

La Fig. 7 muestra una tabla que tabula la Pr esperada para las concentraciones fraccionarias de ADN fetal de un
10 %, 25 %, 50 % y 100 % en muestras de trisomia 21 en un intervalo de concentraciones de moldes expresado

como la concentracion de moldes de referencia promedio por pocillo (mr).

La Fig. 8 muestra un grafico que ilustra el grado de diferencias en las curvas de SPRT para los valores de mr de
0,1, 0,5y 1,0 para los analisis de ARN-SNP digital.

La Fig. 9A muestra una tabla de una comparacién de la eficacia de los algoritmos de SPRT nuevo y viejo para
clasificar casos de euploidia y trisomia 21 en los andlisis de ARN-SNP digital de 96 pocillos.

La Fig. 9B muestra una tabla de una comparacién de la eficacia de los algoritmos de SPRT nuevo y viejo para
clasificar casos de euploidia y trisomia 21 en los analisis de ARN-SNP digital de 384 pocillos.

La Fig. 10 es una tabla que muestra los porcentajes de fetos clasificados correcta e incorrectamente como
euploides y aneuploides y aquellos no clasificables para los recuentos informativos dados.

La Fig. 11 es una tabla 1100 que muestra simulaciones informaticas para un analisis de RCD digital para una
muestra de ADN fetal puro (100 %).

La Fig. 12 es una tabla 1200 que muestra los resultados de la simulacion informatica de exactitudes de analisis de
RCD digital para m=0,5 para la clasificacion de muestras de fetos euploides o con trisomia 21 con concentraciones
fraccionarias diferentes de ADN fetal.

La Fig. 13A muestra una tabla 1300 de analisis de ARN-SNP digital en tejidos placentarios de gestaciones de
euploides y trisémicos 21.

La Fig. 13B muestra una tabla 1350 de analisis de ARN-SNP digital de plasma materno de gestaciones de
euploides y trisémicos 21.

Las Fig. 14A-14C muestran graficos que ilustran una curva limite resultado de un analisis RCD.
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La Fig. 15A muestra una tabla de analisis de ARN-SNP digital en tejidos placentarios de gestaciones de euploides
o de trisémicos 21.

La Fig. 15B muestra una tabla de datos de ARN-SNP digital de los 12 paneles de reaccion a partir de una muestra
de tejido materno.

La Fig. 15C muestra una tabla de analisis de ARN-SNP digital de plasma materno de gestaciones de euploides o
de trisémicos 21.

La Fig. 16A muestra una tabla para un analisis de ARN-SNP digital de placentas de euploides y trisémicos 18.

La Fig. 16B muestra una interpretacion de SPRT de datos de ARN-SNP digital para placentas de euploides o de
trisémicos 18.

La Fig. 17 muestra una tabla de un analisis de RCD digital de mezclas de ADN celular de placenta/sangre materna
al 50 % de gestaciones de euploides y trisémicos 21.

La Fig. 18 muestra una curva de SPRT que ilustra los limites de decision para la clasificacion correcta.

La Fig. 19 muestra una tabla de analisis de RCD digital de muestras de liquido amniético de gestaciones euploides
y de trisémicos 21.

La Fig. 20 muestra una tabla de analisis de RCD digital de muestras de ADN placentario de gestaciones de
euploides y trisémicos 18 (E= euploide; T18= trisomia 18).

La Fig. 21 muestra una tabla de un andlisis de RCD digital multiplexado de mezclas de ADN celular de
placenta/sangre materna al 50 % de gestaciones de euploides y trisémicos 21.(E= euploide; T21= trisomia 21; U=
sin clasificar).

Las Figs. 22A y 22B muestran una tabla de analisis de RCD digital multiplexado de un 50 % de ADN gendmico
placentario de euploide o trisdmico 21/50 % mezcla de ADN de capa leucocitaria materna. Sin clase indica
inclasificable y T21 indica trisomia 21.

La Fig. 23 muestra un escenario en donde tanto las parejas masculinas como femeninas portan la misma mutacion.

La Fig. 24A muestra una tabla de un analisis de RMD digital de mezclas de ADN mujer/hombre y hombre/hombre
de acuerdo con una realizacion de la presente invencion.

La Fig. 24B muestra una tabla de un analisis de RMD digital de mezclas con ADN un 25 % femenino y un 75 %
masculino, de acuerdo con una realizacién de la presente invencion.

La Fig. 25 muestra una tabla de un analisis de RMD digital de mezclas de un 15 %-50 % de ADN que imitan
muestras de plasma materno para la mutacion HbE de acuerdo con una realizacion de la presente invencion.

La Fig. 26A muestra una tabla de un analisis de RMD digital de mezclas de un 5 %-50 % de ADN que imitan
muestras de plasma materno para la mutacién CD41/42 de acuerdo con una realizacion de la presente invencion.

La Fig. 26B muestra una tabla de un analisis de RMD digital de mezclas de un 20 % de ADN que imitan muestras
de plasma materno para la mutacién CD41/42 de acuerdo con una realizacion de la presente invencion.

La Fig. 27 muestra un diagrama de bloques de un aparato informatico ejemplar utilizable con sistemas y métodos
de acuerdo con las realizaciones de la presente invencion.

Definiciones

La expresion "muestra biolégica", como se utiliza en el presente documento, se refiere una cualquier muestra que
se toma de un sujeto (por ejemplo, un ser humano, tal como una mujer gestante) y contiene una o mas moléculas
de acido nucleico de interés.

La expresioén "acido nucleico" o "polinucledtido™ se refiere a un acido desoxirribonucleico (ADN) o acido ribonucleico
(ARN) y a un polimero de los mismos en forma mono- o bicatenaria. A menos que esté especificamente limitado,
la expresién abarca los acidos nucleicos que contienen analogos conocidos de nucleétidos naturales que tienen
propiedades de union similares a las del acido nucleico de referencia y que se metabolizan de manera similar a la
de los nucleodtidos de origen natural. Salvo que se indique lo contrario, una secuencia particular del acido nucleico
también abarca implicitamente variantes modificadas conservativamente de la misma (por ejemplo, sustituciones
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de codones degenerados), alelos, ortélogos, SNP y secuencias complementarias asi como la secuencia
explicitamente indicada. Especificamente, las sustituciones de codones degenerados se pueden lograr mediante
la generacion de secuencias en las que la tercera posicién de uno o mas codones seleccionados (o todos) se
sustituye con restos de base mixta y/o de desoxiinosina (Batzer et al., Nucleic Acid Res. 19:5081 (1991); Ohtsuka
et al., J. Biol. Chem. 260: 2605-2608 (1985); y Rossolini et al., Mol. Cell. Probes 8: 91-98 (1994)). La expresion
acido nucleico se utiliza indistintamente con gen, ADNc, ARNm, ARN pequefio no codificante, microARN (miARN),
ARN asociado a Piwi y ARN corto en horquilla (ARNhc) codificado por un gen o locus.

El término "gen” significa el segmento de ADN implicado en la produccién de una cadena polipeptidica. Puede
incluir regiones anteriores y posteriores a la region codificante (lider y remolque) asi como las secuencias
intervinientes (intrones) entre los segmentos de codificacién individuales (exones).

El término "reaccién", como se utiliza en el presente documento, se refiere a cualquier proceso que implica una
accion quimica, enzimatica o fisica que sea indicativa de la presencia o ausencia de una secuencia particular de
polinucledtidos de interés. Un ejemplo de una "reaccién" es una reaccion de amplificacion, tal como una reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR). Otro ejemplo de una "reaccién" es una reaccion de secuenciacion, por sintesis
o por ligadura. Una "reaccién informativa" es una que indica la presencia de una o mas secuencias particulares de
polinucledtidos de interés y en un caso en donde solo una secuencia de interés esta presente. El término "pocillo”,
como se utiliza en el presente documento, se refiere a una reaccién en un lugar predeterminado dentro de una
estructura confinada, por ejemplo, un vial, célula o camara bien conformados en una matriz de PCR.

La expresién "secuencia de acido nucleico clinicamente relevante", como se utiliza en el presente documento,
puede referirse a una secuencia de polinucleétidos correspondiente a un segmento de una secuencia gendmica
mas grande cuyo desequilibrio potencial se va a someter a prueba o a la propia secuencia genémica mas grande.
Un ejemplo es la secuencia del cromosoma 21. Otros ejemplos incluyen el cromosoma 18, 13, X e Y. Todavia otros
ejemplos incluyen secuencias genéticas mutadas o polimorfismos genéticos o variaciones del nimero de copias
que un feto puede heredar de uno de sus padres o de ambos. Todavia otros ejemplos incluyen secuencias que
estan mutadas, delecionadas o amplificadas en un tumor maligno, por ejemplo, secuencias en las que se produce
pérdida de heterocigosidad o duplicacion génica. En algunas realizaciones, pueden usarse secuencias multiples
de acido nucleico clinicamente relevantes o marcadores equivalentemente multiples de la secuencia de acido
nucleico clinicamente relevante para proporcionar datos para detectar el desequilibrio. Por ejemplo, pueden usarse
datos de cinco secuencias no consecutivas en el cromosoma 21 de una manera aditiva para la determinacién de
un posible desequilibrio del cromosoma 21, reduciendo eficazmente la necesidad de volumen de muestra a 1/5.

La expresién "secuencia de acido nucleico de fondo", como se utiliza en el presente documento, se refiere a una
secuencia de acido nucleico cuya proporcion normal se conoce respecto a la secuencia de acido nucleico
clinicamente relevante, por ejemplo, una proporcion de 1 a 1. Como un ejemplo, la secuencia de acido nucleico de
fondo y la secuencia de acido nucleico clinicamente relevante son dos alelos del mismo cromosoma que se
diferencian debido a la heterocigosidad. En otro ejemplo, la secuencia de acido nucleico de fondo es un alelo que
es heterocigotico respecto a otro alelo que es la secuencia de acido nucleico clinicamente relevante. Asimismo,
algo de cada secuencia de acido nucleico de fondo y de la secuencia de acido nucleico clinicamente relevante
puede proceder de diferentes individuos.

La expresién "secuencia de acido nucleico de referencia", como se utiliza en el presente documento, se refiere a
una secuencia de acido nucleico cuya concentracion promedio por reaccidn se conoce o se ha medido de forma
equivalente.

La expresion "secuencia de acido nucleico sobrerrepresentada" como se utiliza en el presente documento se refiere
a la secuencia de acido nucleico entre dos secuencias de interés (por ejemplo, una secuencia clinicamente
relevante y una secuencia de fondo) que es mas abundante que la otra secuencia en una muestra bioldgica.

La expresion "basandose en" como se utiliza en el presente documento significa "basandose en al menos en parte"
y se refiere a un valor (o resultado) que se utiliza en la determinacion de otro valor, tal como sucede en la relacion
de una entrada de un método y una salida de ese método. El término "deriva" como se utiliza en el presente
documento se refiere también a la relacién de una entrada de un método y a la salida de ese método, tal como
sucede cuando la derivacion es el calculo de una férmula.

La expresion "datos cuantitativos" como se utiliza en el presente documento significa que los datos que se obtienen
de una o0 mas reacciones y que proporcionan uno o mas valores numéricos. Por ejemplo, el numero de pocillos
que muestran un marcador fluorescente para una secuencia particular seria un dato cuantitativo.

El término "parametro" como se utiliza en el presente documento significa un valor numérico que caracteriza un
conjunto de datos cuantitativo y/o una relacién numérica entre conjuntos de datos cuantitativos. Por ejemplo, un
parametro es una proporcion (o funcidon de una proporcion) entre una primera cantidad de una primera secuencia
de acido nucleico y una segunda cantidad de una segunda secuencia de acido nucleico.
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La expresion "valor limite" (en inglés, cutoff value), como se utiliza en el presente documento, significa un valor
numérico cuyo valor se utiliza para arbitrar entre dos 0 mas estados de clasificacion (por ejemplo, enfermo y no
enfermo) de una muestra bioldgica. Por ejemplo, si un parametro es mayor que el valor limite, se realiza una
primera clasificacién del dato cuantitativo (por ejemplo, estado enfermo); o si el parametro es menor que el valor
limite, se realiza una clasificacion diferente de los datos cuantitativos (por ejemplo, estado no enfermo).

La expresion "desequilibrio" como se utiliza en el presente documento significa cualquier desviacion significativa
como se define por al menos un valor limite en una cantidad de la secuencia de acido nucleico clinicamente
relevante a partir de una cantidad de referencia. Por ejemplo, la cantidad de referencia podria ser una proporcién
de 3/5 y por tanto podria producirse un desequilibrio si la proporcién medida es de 1:1.

Descripcion detallada de la invenciéon

Se desvelan los métodos, sistemas y aparatos para determinar si un aumento o una disminucién en comparacion con
una cantidad de referencia (por ejemplo, no enfermo) de una secuencia de acido nucleico clinicamente relevante en
relacion con otras secuencias de acido nucleico clinicamente no relevantes (por ejemplo, un desequilibrio
cromosémico o alélico) existe dentro de una muestra biolégica. Se seleccionan uno o mas valores limite para
determinar si existe un cambio en comparacién con la cantidad de referencia (por ejemplo un desequilibrio), por
ejemplo, respecto a la proporcion de cantidades de dos secuencias (o conjuntos de regiones). El cambio detectado en
la cantidad de referencia puede ser cualquier desviacion (ascendente o descendente) en la relacion de la secuencia
de acido nucleico clinicamente relevante con las otras secuencias clinicamente no relevantes. Por tanto, el estado de
referencia puede ser cualquier proporcion u otra cantidad (por ejemplo, distinta de una correspondencia 1-1) y un
estado medido que significa que un cambio puede ser cualquier proporcion u otra cantidad que difiera de la cantidad
de referencia como se determina por dichos uno o mas valores limite.

La secuencia de acido nucleico clinicamente relevante y la secuencia de acido nucleico de fondo pueden proceder de
un primer tipo de células y de uno o mas segundos tipos de células. Por ejemplo, en una muestra bioldgica estan
presentes secuencias de acido nucleico fetal originadas de células fetales/placentarias, tal como plasma materno, que
contiene un fondo de secuencias de acido nucleico materno que se originan de células maternas. Por tanto, en una
realizacion, el valor limite se determina basandose, al menos en parte, en el porcentaje del primer tipo de células en
una muestra biolégica. Obsérvese que el porcentaje de secuencias fetales en una muestra puede determinarse
mediante cualquier loci derivado del feto y no limitarse a medir las secuencias de acido nucleico clinicamente
relevantes. En otra realizacion, el valor limite se determina basandose, al menos en parte, en el porcentaje de
secuencias tumorales en una muestra bioldgica, tal como plasma, suero, saliva u orina, que contiene un fondo de
secuencias de acido nucleico derivadas de las células no malignas dentro del cuerpo.

En todavia otra realizacion, el valor limite se determina basandose en una concentracién promedio de una secuencia
en una pluralidad de reacciones. En un aspecto, el valor limite se determina a partir de una proporciéon de pocillos
informativos que se estima que contienen una secuencia de acido nucleico particular, donde la proporcion se determina
basandose en el porcentaje mencionado anteriormente y/o la concentracion promedio. El valor limite se puede
determinar utilizando muchos tipos diferentes de métodos, tales como SPRT, descubrimiento falso, intervalo de
confianza, caracteristica operativa del receptor (ROC; del inglés, receiver operating characteristic). Esta estrategia
minimiza adicionalmente la cantidad de pruebas necesarias antes de que se pueda realizar una clasificacion segura.
Esto es de una relevancia particular para los analisis de acidos nucleicos plasmaticos en donde la cantidad de molde
a menudo es limitante. Aunque se presenta con respecto a la PCR digital, se pueden utilizar otros métodos.

La PCR digital implica multiples analisis de PCR sobre acidos nucleicos extremadamente diluidos, de manera que la
mayoria de amplificaciones positivas reflejan la sefial a partir de una molécula molde individual. La PCR digital de este
modo permite el recuento de moléculas molde individuales. La proporcion de amplificaciones positivas entre el numero
total de PCR analizadas, permite una estimacion de la concentracion de molde en la muestra original sin diluir. Esta
técnica se ha propuesto para permitir la deteccion de diversos fendmenos genéticos (Vogelstein, B et al. 1999,
anteriormente citado) y se ha utilizado previamente para la deteccion de la pérdida de heterocigosidad en muestras
de tumor (Zhou, W. et al. 2002, anteriormente citado) y en el plasma de pacientes con cancer (Chang, HW et al. 2002,
anteriormente citado). Dado que la cuantificacion de moléculas molde mediante PCR digital no depende de las
relaciones dependientes de la dosis entre los colorantes indicadores y las concentraciones de acido nucleico, su
precision analitica tedricamente debe ser superior a la de la PCR en tiempo real. Por tanto, la PCR digital podria
permitir potencialmente la discriminacion de grados mas sutiles de diferencias cuantitativas entre los loci diana y de
referencia.

Para probar esto, los presentes investigadores primero calcularon si la PCR digital podria determinar la proporcion
alélica de ARNm de PLAC4 (Lo, YMD, et al. 2007 Nat Med 13, 218-223), un transcrito placentario del cromosoma 21,
en plasma materno y de este modo distinguir fetos trisomicos 21 y euploides. Se hace referencia a esta aproximacién
como el método de ARN-SNP digital. A continuacion, los presentes inventores evaluaron si la precisiéon aumentada de
la PCR digital permitiria la detecciéon de aneuploidias cromosémicas fetales sin depender de polimorfismos genéticos.
Los presentes inventores denominan a esto un andlisis de dosis cromosomica relativa (RCD; del inglés, relative
chromosome dosage) digital. EI enfoque anterior es dependiente del polimorfismo, pero requiere menos precision en
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la discriminacién cuantitativa, si bien el ultimo enfoque es independiente del polimorfismo, pero requiere de una
precision mas elevada para la discriminacion cuantitativa.

I. RNA-SNP DIGITAL

A. Visién general

La PCR digital es capaz de detectar la presencia de sesgo de la proporcion alélica de dos alelos en una muestra de
ADN. Por ejemplo, se ha utilizado para detectar la pérdida de heterocigosidad (LOH) en una muestra de ADN de tumor.
Asumiendo que hay dos alelos en la muestra de ADN, en concreto Ay G y que el alelo A se perderia en las células
con la LOH. Cuando la LOH esta presente en un 50 % de células en la muestra de tumor, la proporcion alélica G:A en
la muestra de ADN seria 2:1. Sin embargo, si la LOH no esta presente en la muestra de tumor, la proporcion alélica
de G:A seria 1:1.

La Fig. 1 es un diagrama de flujo 100 que ilustra un experimento de PCR digital. En la etapa 110, la muestra de ADN
se diluydé y a continuacion, se distribuyd en pocillos separados. Notese que los inventores han determinado que
algunas especies de acidos nucleicos plasmaticos estan ya bastante diluidos en la muestra original. Por consiguiente,
no hay necesidad para la diluciéon de algunos moldes, si ya estan presentes en las concentraciones necesarias. En los
estudios previos (por ejemplo, Zhou et al. 2002, anteriormente citado), una muestra de ADN se diluyé hasta un punto
de manera que la concentracion promedio de un "ADN molde" especifico es aproximadamente 0,5 molécula de uno
de los dos moldes por pocillo. Nétese que el término "ADN molde" aparece para referirse a los alelos A o G y que no
se proporciona ningun fundamento para esta concentracion especifica.

En la etapa 120, en cada pocillo, se lleva a cabo un proceso de PCR para detectar el(los) alelo(s) A y/o G
simultdneamente. En la etapa 130, se identifican los marcadores en cada pocillo (por ejemplo, a través de
fluorescencia), por ejemplo, A, G, A y G o ninguno. En ausencia de LOH, la abundancia de los alelos Ay G en la
muestra de ADN seria la misma (una copia por célula). Por tanto, las probabilidades de que un pocillo sea positivo
para el alelo A y para el alelo G serian las mismas. Esto se reflejaria por cifras similares de pocillos que sean positivos
para los alelos A o G. Sin embargo, cuando la LOH esté presente en un 50 % o mas de células en una muestra de
tumor, la proporcion alélica de los alelos G y A seria al menos 2:1. Los métodos previos simplemente asumieron que
la muestra era al menos un 50 % cancerosa. Por tanto, la probabilidad de que un pocillo sea positivo para el alelo G
seria superior que para el alelo A. Como resultado, el nimero de pocillos que son positivos para el alelo G seria
superior que para el alelo A.

En la etapa 140, para clasificar los resultados de la PCR digital, se contaria el numero de pocillos que son positivos
para cada alelo pero no el otro. En el ejemplo anterior, se cuenta el nUmero de pocillos que son positivos para el alelo
A pero negativos para el alelo G y el nimero de pocillos positivos para el alelo G pero negativos para el alelo A. En
una realizacion, el alelo g muestra menos pocillos positivos se considera como el alelo de referencia.

En la etapa 150, el numero total de pocillos informativos se determina como la suma de las cifras de pocillos positivos
para cualquiera de los dos alelos. En la etapa 160, se calcula la proporcién (Pr) de pocillos informativos (un ejemplo
de un parametro) aportados por el alelo con mas pocillos positivos.

Pr = N.° de pocillos positivos solo para el alelo con mas pocillos positivos / N.° total de pocillos positivos solo para
un alelo (A o G).

Otras realizaciones pueden utilizar todos los pocillos con uno de los alelos divididos por todos los pocillos con al menos
un alelo.

En la etapa 170, se determina si el valor de Pr muestra un desequilibrio alélico. Como se desea exactitud y eficacia,
esta tarea no es sencilla. Un método para determinar un desequilibrio utiliza un método de probabilidad de tipo
Bayesiano, la prueba de la proporcién de probabilidades secuencial (SPRT). La SPRT es un método que permite
comparar dos hipétesis probabilisticas segun se acumulan datos. En otras palabras, es un método estadistico para
clasificar los resultados de la PCR digital sugerentes de la presencia o ausencia de sesgo alélico. Tiene la ventaja de
minimizar el nimero de pocillos a analizar para alcanzar una potencia estadistica y una exactitud dadas.

En un analisis de SPRT ejemplar, los resultados experimentales se ensayaron frente a la hipotesis nula y a la
alternativa. La hipotesis alternativa se acepta cuando hay un sesgo de la proporcion alélica en la muestra. La hipétesis
nula se acepta cuando no hay un sesgo de la proporcion alélica en la muestra. Se comparé el valor de Pr con dos
valores limite para aceptar la hipétesis nula o la alternativa. Si ninguna de las hipétesis se acepta, la muestra se marcé
como sin clasificar, que significa que el resultado de la PCR digital observado no es suficiente para clasificar la muestra
con la confianza estadistica deseada.

Los valores limite para aceptar la hipétesis nula o la alternativa se han calculado tipicamente basandose en un valor
fijo de Pr bajo las asunciones establecidas en la hipétesis. En la hipotesis nula, se asume que la muestra no exhibe
sesgo de la proporcién alélica. Por tanto, las probabilidades de cada pocillo de ser positivo para los alelos Ay G serian
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las mismas y por tanto, el valor esperado de P: seria de 1/2. En la hipdtesis alternativa, el valor esperado de P: se
toma como de 2/3 o aproximadamente a intermedio entre 0,5 y 2/3, por ejemplo, 0,585. Ademas, debido al un numero
limitado de experimentos, se puede elegir un corte superior (,585+3/N) y un corte inferior (,585-3/N).

B. Deteccion del sindrome de Down

En un ejemplo se utiliza la SNP digital para detectar el sindrome de Down fetal a partir del plasma de una mujer
gestante. Utilizando marcadores especificos para células fetales/placentarias, se puede medir la proporcién de alelos
en el cromosoma 21. Por ejemplo, para determinar si un grado observado de sobrerrepresentacién de un alelo de
PLAC4 es estadisticamente significativo, se utiliza la SPRT.

De acuerdo con un ejemplo, el ARN-SNP digital determina un desequilibrio en la proporcién de alelos polimérficos de
un SNP A/G, rs8130833, localizado en el ARNm de PLACH4 que se transcribe del cromosoma 21 y se expresa por la
placenta. Para un feto euploide heterocigoético, los alelos A y G deben estar igualmente representados en el genoma
fetal (proporcion gendémica de 1:1); si bien en la trisomia 21, el cromosoma 21 trisémico se asociaria con una copia
adicional de uno de los alelos SNP en el genoma fetal, dado una proporcion de 2:1. El objetivo del analisis de PCR
digital es determinar si las cantidades de los dos alelos de PLAC4 en la muestra analizada son iguales o de otro modo.
Por tanto, los alelos de PLAC4 tanto A como G son los moldes diana. Se disefié un ensayo de PCR en tiempo real
para amplificar ARNm de PLAC4 y se discriminaron los dos alelos SNP mediante sondas fluorescentes TagMan. En
la Fig. 2A se muestra una ilustracién esquematica de las etapas analiticas.

La Fig. 2A ilustra un método de ARN-SNP digital 200. En la etapa 210, se recibe la muestra. En la etapa 220, la
secuencia de acido nucleico, por ejemplo, ARNm de PLAC4, se cuantifica en las muestras de ARN extraidas. En un
ejemplo, esto se realiza mediante PCR en tiempo real para el ARNm de PLACA4. En un aspecto, esta etapa proporciona
al operador una idea acerca de cuanta dilucidn se necesita antes de que la diana alcance la "esfera" del analisis de la
PCR digital.

En la etapa 230, se diluye la muestra. En la etapa 240, se mide una concentracion de la muestra diluida. La
concentracion de la muestra diluida se puede confirmar que es ~1 molde/pocillo (es decir, secuencia de referencia o
no de referencia o cualquier alelo). Algunos ejemplos utilizan técnicas descritas en la seccion IV para esta medicion.
Por ejemplo, los presentes inventores distribuyeron la muestra diluida en 96 pocillos para el analisis de RCP en tiempo
real para confirmar que se habia logrado una dilucion utilizable. La concentracion de dilucidon se puede dejar también
como desconocida, eliminando por tanto esta etapa, como se explicara mas adelante.

En la etapa 250, se realiza una PCR digital sobre cada pocillo de la matriz. Por ejemplo, la misma muestra diluida se
distribuy6 en 384 pocillos para el analisis de PCR en tiempo real. A partir de los resultados de la PCR, se identifico
una cantidad de marcadores para cada secuencia de acido nucleico y el nimero de pocillos informativos. Un pocillo
informativo se define como uno que es positivo solo para el alelo A o el G, pero no para ambos. En la etapa 260, se
realizé un calculo de un valor esperado de P:. Estas etapas se describen en mas detalle mas adelante. El calculo
incluye determinar un parametro a partir de valores determinados en la etapa 250. Por ejemplo, se puede calcular la
concentracién de molde promedio real por pocillo.

En la etapa 270, se puede realizar un SPRT u otra prueba de la proporcién de probabilidades para determinar si existe
o no desequilibrio. Para un caso euploide, los presentes investigadores esperan un numero igual de pocillos A-
positivos y G-positivos. Sin embargo, cuando se analizan las moléculas molde de un feto con trisomia 21, el numero
de pocillos que contienen solo un alelo debe ser mas elevado que el que contiene solo el otro alelo. En resumen, se
espera un desequilibrio alélico para la trisomia 21.

Como se ha mencionado anteriormente, la SPRT es un método de probabilidad de tipo Bayesiano,que permite
comparar dos hipétesis probabilisticas segin se acumulan datos. En el analisis de PCR digital para la deteccion de
trisomia 21, se acepta la hipétesis alternativa cuando existe desequilibrio alélico (es decir, trisomia 21 detectada); y
se acepta la hipdtesis nula cuando no existe desequilibrio alélico (es decir, trisomia 21 no detectada). El alelo con el
numero mas elevado de recuentos se denomina como el alelo sobrerrepresentado potencialmente y se calcularia su
proporcion entre todos los pocillos informativos (Pr). La SPRT se aplica a determinar si la Pr indica el suficiente grado
de desequilibrio alélico que se esperaria para una muestra de trisomia 21.

Operacionalmente, la SPRT se puede aplicar e interpretar a través de la utilizacion de graficos con un par de curvas
de SPRT que se construyen para definir los limites probabilisticos para aceptar o rechazar cualquiera de las hipétesis.
La Fig. 3 ilustra un grafico que tiene las curvas de SPRT para determinar el sindrome de Down de acuerdo con una
realizacion de la presente invencion. Las curvas de SPRT representan la proporciéon requerida de pocillos informativos
positivos para el alelo sobrerrepresentado Prpotencialmente (eje y), para un nimero total dado de pocillos informativos
(eje x) cuando se pudiera hacer una clasificacion segura. Como se muestra en la Fig. 3, la curva superior establece
los limites probabilisticos para aceptar de la hipdtesis alternativa; si bien la curva inferior establece los limites
probabilisticos para aceptar de la hipotesis nula.

El valor de P: derivado experimentalmente se compararia con el valor esperado de P: para aceptar o rechazar
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cualquiera de las hipotesis. Si se aceptd la hipétesis nula, las muestras se clasificaron como que se han obtenido de
mujeres gestantes con fetos euploides. Si se acepta la hipotesis alternativa, las muestras se clasificaron como que se
han obtenido de mujeres gestantes con fetos trisémicos 21. Como alternativa, cualquiera de las hipétesis podria no
aceptarse si la Prpara el nimero dado de recuentos informativos no ha alcanzado el nivel requerido de confianza
estadistica para la clasificacion de enfermedades. Estos casos se consideraron inclasificables hasta que se disponga
de mas casos. Si la clasificacién de enfermedad no es posible, se pueden realizar placas de 384 pocillos adicionales
hasta que los datos agregados se conviertan en clasificables mediante la SPRT.

La SPRT ofrece por tanto la ventaja de que se requiere una cantidad mas pequefia de prueba para un nivel de
confianza dado respecto a otros métodos estadisticos. En términos practicos, la SPRT permite la aceptacién o rechazo
de cualquiera de las hipétesis tan pronto como la cantidad de datos requeridos se haya acumulado y por tanto minimiza
los analisis adicionales innecesarios. Esta caracteristica es de relevancia particular para el analisis de acidos nucleicos
plasmaticos que estan presentes habitualmente en bajas concentraciones, en donde el nimero de moléculas molde
disponibles es limitado. Ademas de una clasificacion estricta, la clasificacion puede incluir también un porcentaje de
exactitud. Por ejemplo, una clasificacién que resulta de una comparacion con un valor limite puede proporcionar que
una muestra exhiba una probabilidad de un desequilibrio de secuencias de acido nucleico con un cierto porcentaje o
de forma equivalente, que un desequilibrio determinado sea exacto hasta cierto porcentaje u otro valor.

Un enfoque similar podia aplicarse para determinar el genotipo de un feto respecto a una mutacién o un polimorfismo
genético, utilizando acidos nucleicos fetales en plasma materno o suero. Debe recordarse que un feto heredaria la
mitad de su genoma de su madre. Como una ilustracién, considérese un locus genético particular con dos alelos, Ay
B. Sila madre es una heterocigética con un genotipo de AB, el feto podria tener teéricamente un genotipo de AA, BB
o AB. Si el feto tiene un genotipo de AB, es decir, el mismo que el de la madre, a continuacion, solo habra acidos
nucleicos del genotipo AB (tanto de la madre como del feto) en el plasma materno. Por tanto, en el plasma materno
se observa el equilibrio de acidos nucleicos o alélico. Por otro lado, si el feto tiene un genotipo de AA o BB, a
continuacion, habria un desequilibrio alélico con una sobrerrepresentacion del alelo A o el B, respectivamente, en el
plasma materno. Esta consideracion también es aplicable a las mutaciones que causan enfermedades (por ejemplo,
aquellas que causan fibrosis quistica o beta-talasemia o atrofia muscular espinal), en cuyo caso se podria considerar
A como el alelo silvestre y el B se podria considerar como el alelo mutante.

Il. RCD DIGITAL

Una desventaja del ARN-SNP digital es que solo puede aplicarse a casos de heterocigosis para el SNP analizado.
Una mejora que seria ideal si una prueba no invasiva para detectar la trisomia 21 fetal u otra aneuploidia cromosémica
fetal (por ejemplo, la trisomia 18, 13 y las aneuploidias cromosdmicas sexuales) basada en el analisis de acidos
nucleicos fetales circulantes fuera independiente del uso de polimorfismos genéticos. Por tanto, en un ejemplo, la dosis
de cromosomas se determina mediante analisis de PCR digital de un locus del cromosoma 21 no polimérfico respecto
a uno situado en un cromosoma de referencia, en concreto, el cromosoma 1 en este estudio. Un cambio de la
proporcion del cromosoma 21 respecto al cromosoma 1 de 2:2 en el genoma de un feto euploide se diferencia de un
caso de trisomia 21. En el analisis de PCR digital para la deteccion de trisomia 21, las dos hipotesis a comparar serian
la hipétesis nula en la que no hay desequilibrio cromosémico (es decir, trisomia 21 no detectada) y la hipdtesis
alternativa en la que existe un desequilibrio cromosémico (es decir, trisomia 21 detectada).

Este enfoque se puede generalizar a los otros cromosomas implicados en otras aneuploidias cromosémicas, por
ejemplo, el cromosoma 18 en la trisomia 18, cromosoma 13 en la trisomia 13, cromosoma X en el sindrome de Turner.
Ademas, aparte del cromosoma 1, pueden utilizarse otros cromosomas no implicados en las aneuploidias afectadas
como un cromosoma de referencia. Un enfoque similar se puede aplicar también a la deteccién del cancer, analizando
el cambio de proporcién de un cromosoma suprimido cominmente, en parte, en el cancer, respecto a un cromosoma
de referencia. Entre los ejemplos de lo primero se incluyen el cromosoma 5q en el cancer colorrectal, el cromosoma
3p en el cancer de pulmén y el cromosoma 9p en el carcinoma nasofaringeo. La Fig. 2B enumera algunas de las
anomalias cromosémicas relacionadas con canceres comunes que dan como resultado un desequilibrio de
secuencias.

La Fig. 2A ilustra también un método RCD digital 205. En las etapas 220-230, se cuantifica el ADN extraido, por
ejemplo, a través de técnicas Nanodrop y se diluy6 hasta una concentracion de aproximadamente un molde diana de
cromosomas 21 o del cromosoma que normaliza (tal como el cromosoma 1) por pocillo. En la etapa 240, la
confirmacion se puede realizar analizando la muestra de ADN diluida mediante el ensayo utilizando la sonda del
cromosoma 1 solo en un formato de 96 pocillos para confirmar si el nivel ~37 % de los pocillos fueron negativos antes
de que se procediera al andlisis de RCD digital utilizando ambas sondas TagMan en placas de 384 pocillos. La
significacién del 37 % se describira posteriormente en la Seccion 1V.

La prueba de la etapa 240 y los resultados de la etapa 250 pueden hacerse con un ensayo de PCR en tiempo real
disefado para amplificar una secuencia paraloga (Deutsch, S. et al. 2004 J Med Genet 41, 908-915) presente en
ambos cromosomas que se distinguen por variaciones de secuencias paralogas que se discriminan mediante un par
de sondas TagMan. En este contexto, un pocillo informativo se define como uno que es positivo solo para el locus del
cromosoma 21 o el locus del cromosoma 1, pero no para ambos. Para un feto euploide, el niumero de pocillos
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informativos positivos para cualquier locus debe ser aproximadamente igual. Para un feto con trisomia 21, debe haber
una sobrerrepresentacion de pocillos positivos para el cromosoma 21 respecto al cromosoma 1. La proporcién exacta
de la sobrerrepresentacion se describe en las siguientes secciones.

lll. INCORPORACION DEL PORCENTAJE DE SECUENCIAS FETALES

Una desventaja de los métodos 200 y 205 descritos anteriormente es que se necesitan marcadores especificos fetales.
Por consiguiente, se utilizan marcadores especificos no fetales. Para utilizar tales marcadores especificos no fetales,
se mide la concentracion fraccionaria de ADN fetal en el plasma materno (es decir, la muestra bioldgica). Con tal
informacion, se puede calcular un valor mas util de Prcomo sigue.

Incluso con el pequefio porcentaje fraccionario de ADN fetal en el plasma materno, un feto con trisomia 21 aportaria
una dosis adicional de secuencias del cromosoma 21 por equivalentes de genoma (GE; del inglés, genome-equivalent)
de ADN fetal liberado en el plasma materno. Por ejemplo, una muestra de plasma materno de una gestante euploide
que contiene 50 GE/ml de ADN total con 5 GE/ml de ADN aportado por el feto (es decir, un 10 % de concentracion
fraccionaria de ADN fetal) debe contener un total de 100 copias (90 copias maternas +10 copias fetales) de secuencias
del cromosoma 21 por mililitro de plasma materno. Para una gestante de trisémico 21, cada GE fetal aportaria tres
copias del cromosoma 21, dando como resultado un total de 105 copias/ml (90 copias maternas +15 copias fetales)
de secuencias del cromosoma 21 en el plasma materno. En un 10 % de concentracién de ADN fetal, la cantidad de
secuencias derivadas del cromosoma 21 en el plasma materno de una gestacion de trisémico seria por tanto 1,05
veces la de un caso euploide. Por tanto, si se pudiera desarrollar un enfoque analitico para determinar este pequefio
grado de diferencia cuantitativa, se conseguiria una prueba independiente del polimorfismo para el diagnéstico
prenatal no invasivo de la trisomia 21 fetal.

Por consiguiente, el grado de sobrerrepresentacion seria dependiente de la concentracion de ADN fetal fraccionaria
en la muestra de ADN analizada. Por ejemplo, cuando el ADN placentario se analiza, la proporciéon de RCD tedrica en
el genoma debe ser 3:2, es decir, una diferencia de 1,5 veces. Sin embargo, como se ha descrito anteriormente, la
proporcién de RCD tedrica disminuiria a 1,05 cuando se analiza una muestra de plasma materno que contiene un
10 % de ADN fetal. La Pr derivada experimentalmente se calcula dividiendo el numero de pocillos positivos solo para
el locus del cromosoma 21 locus por el numero total de pocillos informativos. La Pr derivada experimentalmente esta
sujeta al analisis de SPRT con la P calculada y la proporcién de RCD tedrica.

La Fig. 4 muestra un método 400 para determinar un estado de enfermedad utilizando un porcentaje de acidos
nucleicos fetales. En la etapa 410, se mide el porcentaje fraccionario de material fetal. En una realizacion, el porcentaje
fraccionario se determina midiendo la cantidad de un marcador especifico fetal (por ejemplo, el cromosoma Y,
marcadores de polimorfismo genético (por ejemplo, SNP), firmas epigenéticas placentarias) en relacién con un
marcador especifico no fetal (es decir, secuencia génica presente tanto en la madre como en el feto). La medicion real
se podria hacer mediante PCR en tiempo real, PCR digital, reacciones de secuenciacion (incluyendo la secuenciacion
paralela masiva) o cualesquiera otros métodos cuantitativos. En un aspecto, es preferible no utilizar el gen diana que
podria estar en desequilibrio alélico potencialmente para esta medicion.

En la etapa 420, se realiza una PCR digital u otro método de medicién, incluyendo la diluciéon de la muestra, situando
la muestra diluida en los pocillos y midiendo las reacciones en cada pocillo. En la etapa 430, los resultados de la PCR
se utilizan para identificar los marcadores de diferentes secuencias de acidos nucleicos de referencia (tales como
cromosomas o alelos). En la etapa 440, se calcula la proporcion real (Pr) de la secuencia sobrerrepresentada. En la
etapa 450, el valor limite para determinar un estado de enfermedad se calcula utilizando el porcentaje de material fetal
en la muestra. En la etapa 460, a partir de la Pr real y el valor limite, se determina si un existe un desequilibrio.

En un ejemplo, el porcentaje fraccionario de las secuencias de acidos nucleicos de referencia se incorpora en un
método de ARN-SNP digital. Por tanto, cuando se investiga una LOH debido a células cancerosas, esto se puede
realizar con muestras de tumor con menos de un 50 % de células cancerosas. Se puede utilizar también en muestras
con mas de un 50 % de células cancerosas para obtener una Pr mas exacta y por tanto reducir el nimero de falsos
positivos, que conducirian a diagnosticos incorrectos. En otra realizacion, el porcentaje de acido nucleico fetal se
incorpora en un método de PCR digital para determinar si un feto ha heredado una mutacién génica parental (por
ejemplo, que causa fibrosis quistica o beta-talasemia o atrofia muscular espinal) o un polimorfismo, a partir del analisis
de acidos nucleicos plasmaticos maternos.

IV. INCORPORACION DE UNA CONCENTRACION PROMEDIO POR POCILLO

Otra desventaja de los métodos previos (por ejemplo, Zhou, W. et al.2002, anteriormente citado) es que la
concentracion promedio de moldes por pocillo (m) es necesario que sea de 1 por pocillo. Dado que es dificil obtener
una concentracion exacta, esto puede conducir a inexactitudes. Asimismo, incluso con una concentracion exacta de 1
molde por pocillo, los métodos previos han ignorado la distribucion estadistica de los moldes en un pocillo. En los
métodos previos, es decir, el algoritmo viejo, el valor esperado de P para aceptar la hipétesis alternativa se asume
que es la proporcion alélica y por tanto, es independiente de la concentracién promedio del ADN molde por pocillo.
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Sin embargo, debido a una variacion estadistica natural de los moldes en la muestra diluida, no habra exactamente 1
molde por pocillo. Se puede medir la concentracién promedio de al menos una de las secuencias, que se utiliza a
continuacién para calcular el valor limite, es decir, la Pr esperada. En un aspecto, este calculo implica una distribucion
estadistica para determinar una probabilidad de que un pocillo contenga las secuencias de acidos nucleicos diferentes,
que se utiliza a continuacion para determinar la Pr esperada.

En un ejemplo, la concentracion promedio se toma de una secuencia de acido nucleico de referencia, que en un caso
es una secuencia de acido nucleico con la concentracidon mas baja en la muestra de ADN. En el caso de una muestra
sin un desequilibrio, las concentraciones de las dos secuencias en la muestra serian las mismas y cualquiera de las
dos se podria considerar como el alelo de referencia. En el caso de una muestra con, por ejemplo, LOH, el alelo que
se suprime en las células cancerosas se podria considerar como el alelo de referencia. La concentracion promedio
del alelo de referencia se indicaria como mr. En otro ejemplo, la secuencia con la concentracién mas elevada se podria
tomar como la secuencia de referencia.

A. SNP digital. Ejemplo utilizando SPRT y PCR digital

La Fig. 5 muestra un método 500 para determinar un estado de enfermedad utilizando una concentracion de molde
promedio. En la etapa 510, se mide una cantidad de las diferentes secuencias. Esto se puede hacer, por ejemplo,
contando los marcadores en un experimento de PCR digital, como se explicé anteriormente. Sin embargo, se puede
hacer mediante otros métodos que no implican una etapa de amplificacién o que no utilizan un marcador fluorescente,
pero podrian utilizar otras propiedades, tales como propiedades fisicas como la masa, propiedades 6pticas especificas
o propiedades de emparejamiento de bases.

En la etapa 520, se determina la proporcion real de la secuencia sobrerrepresentada. Esto puede realizarse como se
ha descrito anteriormente tomando el nimero de pocillos que muestran solo esa secuencia y dividiendo por el numero
de pocillos informativos. En la etapa 530, se mide la concentracién promedio de al menos una de las secuencias (la
secuencia de referencia). En un ejemplo, la secuencia de referencia es la secuencia sobrerrepresentada. En otro
ejemplo, la secuencia de referencia es la secuencia infrarrepresentada. La medicion se puede realizar mediante el
recuento del numero de pocillos negativos para la secuencia de referencia en el experimento de PCR digital. La
relacion entre la proporcion de pocillos negativos y la concentracion de molde promedio se describe por la distribucion
de Poisson, como se describe en la siguiente subseccion.

En la etapa 540, se calcula una cantidad esperada de pocillos positivos para las diferentes secuencias, por ejemplo,
utilizando la distribuciéon de Poisson. La cantidad esperada puede ser como una probabilidad de la secuencia por
pocillo, una secuencia promedio por pocillo, el nimero de pocillos que contienen la secuencia o cualquier otra cantidad
adecuada. En la etapa 550, la Pr esperada se calcula a partir de las cantidades esperadas. En la etapa 560, se calcula
un valor limite a partir de la Pr esperada, por ejemplo, mediante una SPRT. En la etapa 570, se determina una
clasificacion del desequilibrio de las secuencias de acido nucleico. A continuacion, se describen aspectos especificos
del método 500.

1. Determinacién de la cantidad esperada de secuencias

Una vez se conoce la concentracién promedio por pocillo (reaccion o mezcla de reaccion) a partir de la etapa 530, el
numero esperado de pocillos que muestra esa secuencia se puede calcular en la etapa 540. Esta cantidad se puede
expresar como un %, un valor fraccionario o un valor entero. Utilizando un ejemplo especifico con fines ilustrativos, se
supone que la concentracion promedio del molde de referencia por pocillo (mr) es 0,5 y que el genotipo del feto con
trisomia 21 en el SNP de PLAC4, rs8130833, es AGG. Por tanto, el molde de referencia seria el alelo A y el molde
sobrerrepresentado seria el alelo G.

En un ejemplo, se asume una distribucidon de Poisson para la distribucion del alelo A entre las mezclas de reaccién de
los pocillos del procedimiento de medicion, tal como la PCR digital. En otros ejemplos, se utilizan otras funciones de
distribucion, tales como la distribucién binomial.

me™

P(n)= -
La ecuacion de Poisson es: donde, n=numero de moléculas molde por pocillo; P(n)=probabilidad de n
moléculas molde en un pocillo particular; y m= nimero promedio de moléculas molde en un pocillo en un experimento
de PCR digital.

n!

Por consiguiente, la probabilidad de que cualquier pocillo no contenga ninguna molécula del alelo A en una
concentracion promedio del alelo A de 0,5 seria:

0 _-05
P(0) :9—'50—"‘5- = ¢ =0,6065.
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Por tanto, la probabilidad de que cualquier pocillo contenga al menos una molécula del alelo A seria: 1- 0,6065 =
0,3935. Por tanto, se esperaria que ~39 % de los pocillos contuviera al menos una molécula del alelo A.

En cuanto a la secuencia de acido nucleico no de referencia, para cada célula de un feto con trisomia 21, la proporcion
genomica de A respecto a G seria de 1:2. Asumiendo que la proporcion de A respecto a G en el ARN o ADN extraido
de la muestra permaneceria sin cambiar, la concentracion promedio del alelo G por pocillo seria dos veces la del alelo
A, es decir,2x0,5=1.

Por consiguiente, la probabilidad de que cualquier pocillo no contenga ninguna molécula del alelo G en una
concentracion promedio del alelo G de 1 seria:

0 _~1
1; = ¢ =0,3679

Por tanto, la probabilidad de que cualquier pocillo contenga al menos una molécula del alelo G seria: 1 - 0,3679 =
0,6321. Por tanto, se esperaria que ~63 % de los pocillos contuviera al menos una molécula del alelo G.

P(0) =

2. Determinacion de la proporcién de la secuencia sobrerrepresentada

Después de calcularse las cantidades esperadas, se puede determinar la proporcion de la secuencia de acido nucleico
sobrerrepresentada. Asumiendo que el llenado de los pocillos con el alelo A y el alelo G es independiente, la
probabilidad de que un pocillo contenga ambos alelos seria de 0,3935 3 0,6321 = 0,2487. Por tanto, se esperaria que
~25 % de los pocillos contuviera ambos alelos.

La proporcion de pocillos esperada que contienen el alelo A pero no el alelo G seria el nimero de pocillos que
contienen al menos un alelo A al que se le deduce el numero de pocillos que contienen tanto el alelo A como el alelo
G: 0,3935 - 0,2487 = 0,1448. De forma analoga, la proporcion de pocillos esperada que contienen el alelo G pero no
el alelo A seria: 0,6321 - 0,2487 = 0,3834. Un pocillo informativo se define como un pocillo que es positivo para el alelo
A o alelo G, pero no para ambos.

Por tanto, la proporcién esperada de pocillos que contienen el alelo A respecto al alelo G en un analisis de ARN-SNP
digital es 0,1448/0,3834. En otras palabras, la proporcién de pocillos positivos solo para el alelo G es 2,65 veces la de
pocillos positivos solo para el alelo A. Esto esta en contraste con la proporciéon genémica fetal en donde el alelo
sobrerrepresentado es 2 veces la del otro alelo.

Para el analisis de SPRT, la proporcién de los pocillos informativos positivos para el alelo sobrerrepresentado (Pr) se
calcula e interpreta utilizando las curvas de SPRT. En el ejemplo actual, la proporciéon de pocillos informativos seria:
0,1448 + 0,3834 = 0,5282. Por tanto, la Pr esperada de un caso de trisomia 21 en m; 0,5 es: 0,3834/0,5282 = 0,73.

Como la concentracién de molde promedio (m) es un parametro clave en la ecuacion de Poisson, la Pr variara con m.
La Fig. 6 muestra una tabla 600 que tabula la proporcién alélica de ARN-SNP digital esperada y la Pr de muestras de
trisomia 21 para un intervalo de concentraciones de molde expresado como la concentracién de molde de referencia
promedio por pocillo (mr), de acuerdo con una realizacion de la presente invencion. La Tabla 600 muestra la proporcion
alélica esperada y la proporcion de pocillos informativos positivos para el alelo sobrerrepresentado (Pr) para una serie
de concentraciones de molde de referencia promedio por pocillo (my).

El valor esperado de P: varia con la concentracion promedio del alelo de referencia por pocillo (mr) en un modo no
lineal. Como se muestra en la Tabla 600, el valor esperado de Pr para aceptar la hipotesis alternativa aumentaria con
mr. Como el valor esperado de Pr para aceptar la hipétesis nula esta fijo en 0,5, las muestras con y sin desequilibrio
alélico se separarian mas ampliamente en términos del valor de Pr cuando aumenta m.. Notese que en otras
realizaciones el valor para aceptar la hipétesis nula puede ser diferente de 0,5. Esto podria ocurrir cuando la proporcion
normal es diferente de 1:1, por ejemplo, 5:3 y por tanto, ocurriria un desequilibrio cuando la proporcién se desviara de
5:3. La diferencia en las cantidades de las dos secuencias de acido nucleico diferentes a continuacion se determinaria
individualmente.

Sin embargo, como en los métodos previos (por ejemplo, Zhou, W. et al. 2002, anteriormente citado) utilizaron un valor
esperado de P: fijo para las muestras de LOH, subestimaron el valor de Pr para aquellas muestras con LOH (hipotesis
alternativa aceptada). El grado de subestimacién aumentaria con m.. En otras palabras, cuanto mayor es la
concentracion promedio del alelo de referencia en la muestra de ADN, mas inexactos son los viejos métodos. Esta
subestimaciéon de P: para aceptar la hipotesis alternativa conduciria al calculo inexacto de los valores limite para
aceptar tanto la hipétesis nula como la alternativa.

3. Calculo de los valores limite basados en la P: esperada

Para los ejemplos que utilizan una SPRT, se pueden utilizar las ecuaciones para calcular los limites superiores e
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inferiores de las curvas de SPRT a partir de El Karoui et al. (2006). Asimismo, el nivel de confianza estadistica preferido
para aceptar la hipétesis nula o alternativa podria variarse ajustando el umbral de probabilidad en las ecuaciones. En
este estudio, se utiliza una proporcion del umbral de probabilidad de 8 debido a que este valor se ha demostrado que
proporciona un rendimiento satisfactorio para discriminar muestras con y sin desequilibrio alélico en el contexto de la
deteccién del cancer. Por tanto, las ecuaciones para calcular los limites superiores e inferiores de las curvas de SPRT
son:

Limite superior = [(In 8)/N - In 8)/In y
Limite inferior = [(In I/8)/N - In 8)/In y
donde,
6 =(1-61)/(1-60)
Y ==(61(l -80)/60(1 -61)

6o = proporcion de pocillos informativos que contienen el alelo no de referencia si la hipdtesis nula es verdadera =
0,5 (véase mas adelante)

61 = proporcion de pocillos informativos que contienen el alelo no de referencia (es decir, sobrerrepresentado) si
la hipotesis alternativa es verdadera

N = numero de pocillos informativos = numero de pocillos para cualquier alelo solo

(In es un simbolo matematico que representa el logaritmo natural, es decir, log6.)

Para la determinacion de 6o para aceptar la hipotesis nula, se asume que la muestra se ha obtenido de una mujer
gestante que porta un feto euploide. Bajo esta asuncion, el numero esperado de pocillos positivos para cualquier molde
seria 1:1 y por tanto, la proporcidon esperada de pocillos informativos que contienen el alelo no de referencia seria de
0,5.

Para la determinacion de 61 para aceptar la hipétesis alternativa, se asume que la muestra se ha obtenido de una
mujer gestante que porta un feto con trisomia 21. Los calculos para la Pr esperada de casos de trisomia 21 para el
analisis de ARN-SNP digital se detallan en la Tabla 600. Por tanto, 81 para el analisis de ARN-SNP digital se refiere a
los datos mostrados en la ultima columna de la tabla 600.

La medicion de mr se puede realizar a través de diferentes mecanismos como conocen o conoceran los expertos en
la materia. En un ejemplo, se determina el valor de mr durante el proceso experimental del analisis de PCR digital.
Como la relacion entre el valor de mr y el nimero total de pocillos que son positivos para el alelo de referencia se
puede regir por una distribucion (por ejemplo, la distribucién de Poisson, se puede calcular la mr a partir del nimero
de pocillos que son positivos para el alelo de referencia utilizando esta formula:

m: = - In (1 - proporcién de pocillos que son positivos para el alelo de referencia)

Noétese que In es el logaritmo natural, es decir, loge. Este enfoque proporciona una estimacion directa y precisa de mr
en la muestra de ADN utilizada para el experimento de PCR digital.

Este método puede utilizarse para lograr una concentracién deseada. Por ejemplo, los acidos nucleicos extraidos de
una muestra se pueden diluir hasta una concentracion especifica, tal como una molécula molde por pocillo de reaccion,
como se hizo en la etapa 240 del método 200. En un ejemplo utilizando la distribucion de Poisson, la proporcion
esperada de pocillos sin molde se puede calcular como €™, donde m es la concentracion promedio de moléculas
molde por pocillo. Por ejemplo, a una concentracion promedio de una molécula molde por pocillo, la proporcion
esperada de pocillo sin molécula molde viene dada por e, es decir, 0,37 (37 %). El 63 % de pocillos restantes
contendran una o mas moléculas molde. Normalmente, a continuacién se contaria el nimero de pocillos positivos e
informativos en una ejecucion de PCR digital. La definicién de pocillos informativos y la manera en la que los datos de
PCR digital se interpretan dependen de la aplicacion.

En otros ejemplos, la concentracion promedio por pocillo, m:, se mide mediante otro método de cuantificacion, por
ejemplo, PCR cuantitativa en tiempo real, PCR competitiva semicuantitativa, PCR competitiva real utilizando métodos
de espectrometria de masas, etc.

B. RCD digital
Se puede realizar una RCD digital utilizando la concentracién promedio de una forma similar al método de SNP digital
descrito anteriormente. Las cifras de pocillos positivos para el marcador del cromosoma de referencia (no el

cromosoma 21), el marcador del cromosoma 21 y ambos marcadores, se pueden determinar mediante PCR digital.
La concentracion promedio del marcador de referencia por pocillo (mr) se puede calcular a partir del numero total de
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pocillos negativos para el marcador de referencia, independientemente del positivo del marcador del cromosoma 21,
de acuerdo con la funcion de probabilidad de Poisson, como en el calculo de mr para el analisis de SNP digital.

A continuacién, el analisis de SPRT puede utilizarse para clasificar una muestra de plasma como proveniente de una
mujer gestante que porta un feto euploide o trisémico 21. La hipétesis nula se aceptaria cuando el feto fuese euploide.
En este escenario, la proporcién esperada para los pocillos positivos para el marcador de referencia y el marcador del
cromosoma 21 seria 1:1 y por tanto, la proporcién esperada de pocillos informativos con sefal positiva para el
marcador del cromosoma 21 seria 0,5. La hipodtesis alternativa se aceptaria cuando el feto fuese trisémico para el
cromosoémica 21. En este escenario, si la muestra de ADN se derivara solamente del feto, la concentracién promedio
del marcador del cromosoma 21 en cada pocillo seria 3/2 veces la concentracién promedio del marcador de referencia
(mr).

Si bien el RCD digital puede utilizarse para determinar la dosis de cromosomas a través de la detecciéon de marcadores
especificos fetales, por ejemplo, las firmas epigenéticas de la placenta (Chim, SSC. et al. 2005 Proc Natl Acad Sci
USA 102, 14753-14758), un ejemplo del analisis de RCD digital utiliza marcadores especificos no fetales. Por tanto,
una etapa adicional de medicién del porcentaje de material fetal tendria lugar cuando se utilizan marcadores
especificos no fetales. Por tanto, la concentracion promedio del marcador del cromosoma 21 por pocillo seria
dependiente de la proporcién del ADN fetal en la muestra y podria calcularse utilizando: m [(200 % + porcentaje de
ADN fetal)/200 %].

Utilizando, de nuevo, un ejemplo especifico con fines ilustrativos, la concentracion promedio del molde de referencia,
cromosoma 1, por pocillo (mr) se asume que es 0,5 y se asume que un 50 % del ADN se deriva del feto y que un 50 %
del ADN en la muestra se deriva de la madre.

Por consiguiente, utilizando la distribucion de Poisson, la probabilidad de que cualquier pocillo no contenga ninguna
molécula del locus del cromosoma 1 cuando su concentracion promedio es 0,5 por pocillo seria:

0 _-0,5
P(0) = 9’5—0‘:'“ = ¢ =0,6065

Por tanto, la probabilidad de que cualquier pocillo contenga al menos una molécula del locus del cromosoma 1 seria:
1-0,6065 = 0,3935. Por tanto, se esperaria que ~39 % de los pocillos contuviera al menos una molécula del locus.

Para cada célula de este feto con trisomia 21, la proporcion genémica del cromosoma 21 frente al cromosoma 1 seria
3:2. La proporcion entre el cromosoma 21 y el cromosoma 1 en la muestra de ADN dependeria de la concentracion
de ADN fetal fraccionaria (% de ADN fetal) y seria: 3 3 % de ADN fetal + 2 (1 - % ADN fetal) : 2 3 % de ADN fetal + 2
3 (1 - % ADN fetal). Por tanto, en este caso cuando la concentracion de ADN fetal fraccionaria es un 50 %, la proporcion
seria: (3350% +2350%)/(2350% +2350%)=1,25. Si el método de SNP digital no utiliz6 marcadores
especificos fetales, tal calculo se podria utilizar también para calcular la concentracién promedio de la secuencia no
de referencia.

Por tanto, cuando la concentracién promedio del locus del cromosoma 1 por pocillo es 0,5, la concentracion promedio
del locus del cromosoma 21 por pocillo es: 1,25 3 0,5 = 0,625. Por consiguiente, la probabilidad de que cualquier
pocillo no contenga ninguna molécula del locus del cromosoma 21 cuando su concentracion promedio es 0,625 por
pocillo seria:

0,625"¢”%®

T = ¢ =(,5353

P(0) =

Por tanto, la probabilidad de que cualquier pocillo contenga al menos una molécula del locus del cromosoma 21 seria:
1-0,5353 = 0,4647. Por tanto, se esperaria que ~46 % de los pocillos contenga al menos una molécula del locus.
Asumiendo que el llenado de los pocillos con cada loci es independiente, la probabilidad de que un pocillo contenga
ambos loci seria de 0,3935 3 0,4647 = 0,1829. Por tanto, se esperaria que ~18 % de los pocillos contuviera ambos
loci.

La proporcion de pocillos esperada que contienen el locus del cromosoma 1 pero no el locus del cromosoma 21 seria
el nimero de pocillos que contienen al menos un locus del cromosoma 1 al que se le deduce el nimero de pocillos
que contienen ambos loci: 0,3935 - 0,1829 = 0,2106. De forma analoga, la proporcién de pocillos esperada que
contienen el locus del cromosoma 21 pero no ambos loci seria: 0,4647 - 0,1829 = 0,2818. Un pocillo informativo se
define como un pocillo positivo para el locus del cromosoma 1 o el locus del cromosoma 21, pero no para ambos.

Por tanto, la proporcion esperada del cromosoma 21 respecto al cromosoma 1 en el andlisis de RCD digital es

0,2818/0,2106 = 1,34. En otras palabras, la proporcion de pocillos positivos solo para el locus del cromosoma 21 es
1,34 veces la de pocillos positivos solo para el locus del cromosoma 1. Esto esta en contraste con la proporcién de
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1,25 en la muestra de ADN.

Para el analisis de SPRT, se necesitaria que la proporcion de los pocillos informativos positivos para el locus del
cromosoma 21 (Pr) se calculara e interpretara utilizando las curvas de SPRT. En el ejemplo actual, la proporciéon de
pocillos informativos seria: 0,2106 + 0,2818 = 0,4924. Por tanto, la Pr esperada de un caso de trisomia 21 con un 50
% de ADN fetal en mr 0,5 es: 0,2818/0,4924 = 0,57.

Como la concentracidon de molde promedio (m) es un parametro clave en la ecuacién de Poisson, la Pr variara con m.
La Fig. 7 muestra una tabla 700 que tabula la Pr esperada para las concentraciones de ADN fetal fraccionarias de un
10 %, 25 %, 50 % y 100 % en muestras de trisomia 21 en un intervalo de concentraciones de molde expresado como
la concentracion de molde de referencia promedio por pocillo (mr) de acuerdo con una realizacién la presente
invencion. Los calculos para la Pr esperada de casos de trisomia 21 para el analisis de RCD digital se detallan en la
Tabla 700. Por tanto, 61 para el analisis de RCD digital de muestras con concentraciones de ADN fetal fraccionarias
variables, se puede obtener a partir de las columnas que muestran los valores de P: esperados correspondientes en
la tabla 700.

C. Resultados

1. Comparacion de diferentes mr

La base para la diferencia entre el grado teérico (como en el genoma fetal) y el esperado experimentalmente de
desequilibrio alélico o cromosdmico y los calculos para determinar el ultimo para un intervalo de valores de mr se
muestran en las tablas 600 y 700. En el analisis de ARN-SNP digital de una muestra de trisomia 21, cuando m:=0,5,
los pocillos que contienen solo el alelo sobrerrepresentado con respecto a los pocillos que contienen solo el alelo de
referencia, en concreto la proporcion ARN-SNP digital, es 2,65 (tabla 600). En el analisis de RCD digital de un
espécimen compuesto de un 100 % de ADN fetal, cuando mr=0,5, los pocillos positivos solamente para el locus del
cromosoma 21 con respecto a aquellos positivos solamente para el locus del cromosoma 1, en concreto la proporcion
RCD digital, es 1,7 (tabla 700) (Pr = 0,63, por tanto, la proporcién de RCD digital es 0,63/(1-0,63) = 1,7). Segun la
concentracion de ADN fetal fraccionaria disminuye, la proporcion de RCD digital disminuye para la misma m; (tabla
700).

Como se muestra en las Tabla 600 y 700, la extension de sobrerrepresentacion alélica o cromosdmica se incrementa
con my. Sin embargo, el porcentaje de pocillos informativos se aproxima a su maximo alrededor de mr =0,5 y disminuye
gradualmente con aumento adicional en mr. En la practica, la disminucion en la proporcion de pocillos informativos se
podria compensar aumentando el niumero total de pocillos analizados si la cantidad de molécula molde para el
espécimen no es limitante, pero los pocillos adicionales requeririan un aumento en costes de reactivos. Por tanto, el
rendimiento de PCR digital 6ptimo es una compensacion entre la concentracién de molde y el nimero total de pocillos
ensayados por muestra.

2. Ejemplo utilizando las curvas de SPRT

Como se ha analizado anteriormente, el grado esperado de desequilibrio alélico o cromosémico para un experimento
de PCR digital depende de la concentracion de molde real por mezcla de reaccion (por ejemplo, un pocillo). Los
presentes inventores describen la concentracion de molde basada en el alelo de referencia, es decir, la concentracion
de molde de referencia promedio por pocillo (mr). Como se muestra en la ecuacion anterior, la Pr esperada se puede
utilizar para determinar la representacion de las curvas de SPRT superior e inferior. Dado que la Pr esperada es, a su
vez, dependiente del valor de m, la representacion de las curvas de SPRT dependerian esencialmente del valor de
m;. Por tanto, en la practica, se necesitaria un conjunto de curvas de SPRT relevantes para la m: real de un conjunto
de datos de PCR digital para la interpretacion de la Pr a partir de esa ejecucion particular.

La Fig. 8 muestra un grafico 800 que ilustra el grado de diferencias en las curvas de SPRT para los valores de m; de
0,1, 0,5 y 1,0 para los analisis de ARN-SNP digital de acuerdo con una realizacién de la presente invenciéon. Cada
conjunto de datos de PCR digital debe interpretarse con las curvas especificas relevantes para el valor de mr exacto
de esa ejecucion particular. Nétese que dado que grado de desequilibrio alélico o cromosomico esperado para los
enfoques de ARN-SNP y RCD digitales son diferentes (2:1 para el primero y 3:2 para el ultimo), se necesitan diferentes
conjuntos de curvas de SPRT para los dos sistemas de PCR digital. La Pr derivada experimentalmente se interpreta
con las curvas de SPRT relevantes seleccionadas mediante la mr correspondiente de la ejecuciéon de PCR digital. Esto
esta en contraste con el uso informado anterior de la SPRT para la deteccién molecular de LOH mediante PCR digital
en donde se ha utilizado un conjunto fijo de curvas.

La forma practica de interpretar los datos de PCR digital utilizando SPRT se ilustra mas adelante utilizando una
ejecucion de ARN-SNP digital hipotética. Tras el analisis de ARN-SNP digital de cada caso, se cuenta el numero de
pocillos positivos para el alelo A solo, el alelo G solo 0 ambos alelos. El alelo de referencia se define como el alelo con
el nimero mas pequerio de pocillos positivos. El valor de mr se calcula utilizando el numero total de pocillos negativos
para el alelo de referencia, independientemente de si el otro alelo es positivo, de acuerdo con la funcion de densidad
de probabilidad de Poisson. Los datos del ejemplo hipotético de los presentes investigadores son como sigue:
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En una reaccion de 96 pocillos, 20 pocillos son positivos para el alelo A solo, 24 pocillos son positivos para el alelo G
solo y 33 pocillos son positivos para ambos alelos. El alelo A se considera como el alelo de referencia debido a que
existen menos pocillos positivos para A que positivos para G. El nimero de pocillos negativos para el alelo de
referencia es 96 - 20 - 33 =43. Por tanto, se puede calculare mr utilizando la ecuacién de Poisson: -In(43/96) = 0,80.
La Pr de este caso determinada experimentalmente es: 24/ (20 + 24) = 0,55.

De acuerdo con la Tabla 600, la Pr esperada de una muestra de trisomia 21 en m: = 0,8 es 0,76. Por tanto, 61 es 0,76
para este caso. Las curvas de SPRT basadas en 61 = 0,76 se utilizarian para interpretar la Pr derivada
experimentalmente de este caso que es 0,55. Cuando se ajusta la Pi=0,55 en las curvas de SPRT relevantes, los
puntos de datos caen bajo la curva inferior. Por tanto, el caso se clasifica como euploide, véase la Fig. 3.

3. Comparacién con el método viejo

La Fig. 9A muestra una tabla 900 de una comparacion de la eficacia de los algoritmos de SPRT nuevo y viejo para
clasificar casos de euploidia y trisomia 21 en los analisis de ARN-SNP digital de 96 pocillos. La Fig. 9B muestra una
tabla 950 de una comparacion de la eficacia de los algoritmos de SPRT nuevo y viejo para clasificar casos de euploidia
y trisomia 21 en los analisis de ARN-SNP digital de 384 pocillos. El nuevo algoritmo se refiere a la seleccion de curvas
de SPRT especificas para la m: derivada de los datos de PCR digital. El viejo algoritmo se refiere al uso de un conjunto
fijo de curvas de SPRT para todas las ejecuciones de PCR digital. El efecto de un calculo incorrecto de los valores
limite sobre la exactitud de la clasificacion se revela mediante los analisis de simulacién mostrados en la tabla 900.

En comparacion con el uso de un conjunto fijo de curvas de SPRT en estudios previos, la proporcién de datos
inclasificables es mucho mas baja con el enfoque de los presentes inventores, como se muestra en las tablas 900 y
950. Por ejemplo, utilizando el enfoque de los presentes inventores, con m=0,5, un 14 % y un 0 % de muestras de
trisomia 21 serian inclasificables para los analisis de ARN-SNP digital de 96 pocillos y de 384 pocillos,
respectivamente, pero serian un 62 % y un 10 %, respectivamente, con el uso de curvas fijas (véase la Tabla 900).
Por tanto, el enfoque de los presentes inventores permite la clasificacion de enfermedades con menor nimero de
pocillos informativos.

Como se muestra en la Tabla 900, el nuevo algoritmo es mas exacto en la clasificacion de las muestras como que
tienen o no tienen sesgo en la proporcién alélica para todos los valores de myde 0,1 a 2,0. Por ejemplo, cuando mr es
igual a 1,0 y se realiza una ejecucién de ARN-SNP digital de 96 pocillos, el nuevo algoritmo clasifica correctamente
un 88 % y un 92 % de muestras con y sin sesgo de la proporcion alélica, respectivamente, si bien el porcentaje de
clasificacion correcta de muestras con y sin sesgo de la proporcion alélica utilizando el algoritmo viejo es solo un 19 %
y un 36 %, respectivamente.

Utilizando el algoritmo nuevo, la separacién de muestras con y sin sesgo de la proporcién alélica aumentaria con m.
Como resultado, las exactitudes de la clasificacion aumentarian con m:. El efecto de aumentar la separacion de los
dos grupos de muestras sobre la exactitud de la clasificacién disminuiria cuando aumentara mr a mas de 2,0 debido a
la reduccion en el porcentaje de pocillos informativos. Por el contrario, utilizando el algoritmo viejo, las exactitudes de
la clasificacion se reducen significativamente cuando aumenta m: debido a la desviacion aumentada del valor de P
esperado respecto a su valor verdadero.

Los datos experimentales y de simulacion de los presentes investigadores muestran que el ARN-SNP digital es un
método eficaz y exacto para la deteccion de la trisomia 21. Dado que el ARNm de PLACA4 en el plasma materno se
deriva puramente del feto, para 12 de las 13 muestras de plasma materno ensayadas, solo se necesité uno de los
experimentos de PCR digital de 384 pocillos para una clasificacion correcta (Tabla 1350 de la Fig. 13B). Este enfoque
homogéneo basado en PCR digital en tiempo real ofrece por tanto una alternativa al enfoque basado en espectrometria
de masas para el analisis de ARN-SNP (Lo, YMD, et al. 2007 Nat Med, anteriormente citado). Ademas de los
transcritos de ARNm especificos de placenta, los presentes inventores también conciben que se podrian utilizar otros
tipos de especies de acidos nucleicos especificos fetales en plasma materno para la deteccién basada en PCR digital
de aneuploidias cromosomicas fetales. Un ejemplo son los marcadores epigenéticos fetales (Chim, SSC et al. (2005)
Proc Natl Acad Sci USA 102, 14753-14758; Chan, KCA et al. (2006) Clin Chem 52, 2211-2218), que se han utilizado
recientemente para la deteccién prenatal no invasiva de trisomia 18 utilizando el enfoque de la proporcion alélica
epigenética (EAR; del inglés, epigenetic allelic ratio) (Tong, YK et al. (2006) Clin Chem 52, 2194-2202). Por tanto, los
presentes inventores predicen que la EAR digital seria una técnica analitica posible.

V. AUMENTO DEL %, MARCADORES MULTIPLES Y ALTERNATIVAS DE PCR

Como se ha descrito anteriormente, la aplicacién de las realizaciones de la presente invencién al ADN extraido de
plasma materno puede complicarse cuando el ADN fetal solo constituye una fraccion menor del ADN del plasma
materno, con una concentracion fraccionaria promedio de alrededor de un 3% entre las semanas 11y 17 de gestacion.
No obstante, como se muestra en el presente documento, el RCD digital permite la deteccion de aneuploidias incluso
cuando el ADN aneuploide esta presente como una poblacion menor. Con una concentracion fraccionaria decreciente
de ADN fetal, tal como puede estar presente durante la gestacion temprana, se necesita un mayor nimero de
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recuentos informativos para el RCD digital. Un significado del presente trabajo, como se resume en la tabla 1200 de
la Fig. 12, es que los presentes investigadores han proporcionado un conjunto de parametros de referencia, por
ejemplo, se requiere ADN fetal fraccionario y moléculas molde totales, sobre las que se pueden construir ensayos de
diagnostico. En opinidn de los presentes investigadores, el numero total de 7680 reacciones para una concentracion
de ADN fetal fraccionaria de un 25% es un conjunto particularmente atractivo de parametros de referencia. Estos
parametros deberian permitir que las muestras de euploides y de trisomia 21 se clasifiquen correctamente un 97% de
las veces, como se muestra en la tabla 1200.

El nimero de moléculas de ADN plasmatico que estan presentes por unidad de volumen de plasma materno es
limitado (Lo, YMD. et al. 1998 Am J Hum Genet 62, 768-7758). Por ejemplo, en la gestacién temprana, la concentracion
plasmatica materna promedio de un locus autosémico, el gen -globina, se ha demostrado que es de 986 copias/ml,
con contribuciones tanto del feto como de la madre (Lo, YMD. et al. 1998 Am J Hum Genet 62, 768-7758). Para
capturar 7.680 moléculas, se necesitaria ADN extraido de unos 8 ml de plasma materno. Este volumen de plasma,
obtenible de ~15 ml de sangre materna, estd en el limite de la practica habitual. Sin embargo, los presentes
investigadores prevén que se pueden combinar multiples conjuntos diana de cr21 (cr, cromosoma) y cromosomas de
referencia para el analisis digital de RCD. Para 5 pares de cr21 y cromosomas de referencia diana, solo se necesitarian
1,6 ml de plasma materno para proporcionar el nimero de moléculas molde necesarias para el analisis. Podria
realizarse una PCR multiplexada de una sola molécula. La solidez de dicho analisis de una sola molécula multiplexado
se ha demostrado previamente para el haplotipado de una sola molécula (Ding, C. y Cantor, CR. 2003 Proc Natl Acad
Sci USA 100, 7449-7453).

Como alternativa, para lograr una concentracion de ADN fetal fraccionaria del 25%, los métodos pueden permitir el
enriquecimiento selectivo del ADN fetal (Li, Y. et al. 2004 Clin Chem 50, 1002-1011) o la supresién del ADN materno
de fondo (Dhallan, R et al. 2004 JAMA 291, 1114-1119) o ambos, en el plasma materno. Ademas de tales métodos
fisicos para el enriquecimiento del ADN fetal y la supresion del ADN materno, también seria posible utilizar una
estrategia de enriquecimiento molecular, tal como dirigirse a moléculas de ADN fetal que exhiban un patrén de
metilacion de ADN particular (Chim, SSC et al., 2005 Proc Natl Acad Sci USA 102,14753-14758, Chan, KCA et al.
2006 Clin Chem 52, 2211-2218; Chiu, RWK et al. 2007 Am J Pathol 170, 941-950.)

Adicionalmente, ahora hay varios enfoques alternativos a la configuraciéon manual de andlisis de PCR digital en tiempo
real como se utiliza en el estudio actual para realizar la PCR digital. Estos enfoques alternativos incluyen chips de
PCR digital microfluidicas (Warren et al. 2006 Proc Natl Acad Sci USA 103, 17807-17812; Ottesen, EA et al. 2006
Science 314, 1464-1467), PCR en emulsién (Dressman, D et al. 2003 Proc Natl Acad Sci USA 100, 8817-8822) y
secuenciacion gendémica paralela masiva (Margulies, M. et al. 2005 Nature 437, 376-380) utilizando por ejemplo la
plataforma Roche 454, Ia plataforma de lllumina Solexa y el sistema SOLID™ de Applied Biosystems, etc. Con respecto
a lo ultimo, el método de los presentes inventores también es aplicable a métodos de secuenciacion paralela masiva
en moléculas de ADN individuales, que no requieren un paso de amplificacién, tal como la tecnologia de secuenciacion
de ADN Helicos True Single Molecule DNA (Harris TD et al. 2008 Science, 320, 106-109), la molécula individual,
tecnologia en tiempo real (SMRT™) de Pacific Biosciences y la secuenciacidon de nanoporos (Soni GV y Meller A.
2007 Clin Chem 53, 1996-2001). Con la utilizacion de estos métodos, el ARN-SNP digital y el RCD digital podrian
realizarse rapidamente sobre un gran nimero de muestras, mejorando por tanto la viabilidad clinica de los métodos
propuestos aqui para el diagndstico prenatal no invasivo.

Ejemplos
Los siguientes ejemplos se ofrecen para ilustrar, pero no para limitar la invencion reivindicada.

I. SIMULACIONES POR ORDENADOR

Se realizd una simulacién por ordenador para estimar la exactitud del diagndstico de trisomia 21 utilizando el enfoque
de SPRT. La simulacion por ordenador se realizé con el software Microsoft Excel 2003 (Microsoft Corp., EE.UU.) y el
software SAS 9.1 para Windows (SAS Institute Inc., Carolina del Norte, EE.UU.). El rendimiento de la PCR digital es
una interaccion entre la concentracion del molde de referencia (mr), el nUmero de recuentos informativos y el grado
proyectado de desequilibrio alélico o cromosdmico (Pr). Se realizaron simulaciones por separado para una gama de
cada una de estas variables. Dado que los limites de decision de las curvas SPRT para el ARN-SNP digital y el RCD
digital eran diferentes, los analisis de simulacién para los dos sistemas se realizaron por separado.

Para cada condicion de PCR digital simulada (es decir, mr, concentracion de ADN fetal fraccionaria, nUmero total de
pocillos), se realizaron dos rondas de simulacién. La primera ronda simulé el escenario de que las muestras analizadas
se obtuvieron de mujeres gestantes portadoras de fetos euploides. La segunda ronda simul6 el escenario donde las
muestras analizadas se obtuvieron de mujeres gestantes con fetos con trisomia 21. Para cada ronda, se simulo la
prueba de 5000 fetos.

A. ARN-SNP

Para el ARN-SNP digital, se realizaron simulaciones de un experimento de 384 pocillos con m: = 0,1 a m; = 2,0. En
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cada valor de my, los presentes inventores simularon el escenario de modo que se ensayaron 5000 fetos euploides y
5000 fetos con trisomia 21. Las curvas de SPRT adecuadas para la mr dada se utilizaron para clasificar los 10.000
fetos. La Fig. 10 es una tabla 1000 que muestra los porcentajes de fetos clasificados correcta e incorrectamente como
euploides o aneuploides y aquellos no clasificables para los recuentos informativos dados. Las exactitudes para
diagnosticar casos euploides y aneuploides son ambas de un 100%, para mr entre 0,5 y 2,0. Cuando mr=0,1, sélo un
57% y un 88% de los fetos euploides y con trisomia 21 pudieron clasificarse con precision después del andlisis de 384
pocillos.

Los datos de simulacién se generaron como se describe en las siguientes etapas:

En la etapa 1, para cada pocillo, se generaron dos numeros aleatorios utilizando la funcion Random(Poisson) del
programa informatico SAS ((www.sas.com/technologies/analytics/statistics/index.html) para representar los alelos A 'y
G, respectivamente. La funcion Random(Poisson) generaria numeros enteros positivos comenzando a partir del 0 (es
decir, 0, 1, 2, 3,...) y la probabilidad de que se genere cada numero entero dependié de la probabilidad de este nimero
de acuerdo con la funcién de densidad de probabilidad de Poisson para un valor promedio dado que representé la
concentracion promedio de los alelos por pocillo. Un pocillo se considerd positivo para el alelo A si el nimero aleatorio
que representa el alelo A fue mayor que cero, es decir, contenia 1 0 mas moléculas del alelo A. De forma analoga, el
pocillo se consideré como positivo para el alelo G si el nUmero aleatorio que representa el alelo G fue mayor que cero.

Para simular el escenario de una mujer gestante que porta un feto euploide, se utilizé el mismo valor promedio para
generar los numeros aleatorios para el alelo A y el alelo G. Por ejemplo, en el analisis que simula el andlisis de ARN-
SNP digital con mr = 0,5, el valor promedio para el alelo A o el alelo G se establecio de forma idéntica en 0,5, lo que
significd una concentracion promedio para cada alelo de 0,5 moléculas por pocillo. Utilizando la ecuacion de Poisson,
con una concentracion promedio de 0,5, la proporcion de pocillos positivos para los alelos A y G serian las mismas y
fue de 0,3935, véase la tabla 600.

Cuando se simula el analisis de ARN-SNP digital de una mujer gestante con un feto con trisomia 21 con m: = 0,5, la
concentracién promedio del alelo sobrerrepresentado por pocillo se esperaria que fuera 2 veces la del alelo de
referencia, es decir, 1. En esta situacion, la probabilidad de que un pocillo sea positivo para el alelo sobrerrepresentado
fue de 0,6321, véase la tabla 600.

Después de generar un nimero aleatorio para un pocillo de PCR digital, el pocillo podria clasificarse en uno de los
siguientes estados:

a. negativo para los alelos Ay G
b. positivo para los alelos Ay G
c. positivo para el alelo A pero negativo para el alelo G
d. positivo para el alelo G pero negativo para el alelo A

En la etapa 2, se repiti6 el paso 1 hasta que se genero el numero deseado de pocillos, 384 pocillos para la simulacion
actual. Se conto el numero de pocillos positivos solo para el alelo A y solo para el alelo G. El alelo con menos pocillos
positivos se considerd como el alelo de referencia y el alelo con mas pocillos positivos se consideré como el alelo
potencialmente sobrerrepresentado. El nimero de pocillos informativos fue el nimero total de pocillos positivos para
cualquiera de los alelos, pero no para ambos. A continuacién, se calculé la proporciéon de pocillos informativos que
contienen el alelo potencialmente sobrerrepresentado (Pr). Se calcularon los limites superior e inferior para las curvas
de SPRT relevantes para aceptar la hipétesis nula o alternativa.

En la etapa 3, se realizaron 5000 simulaciones para cada uno de los dos escenarios de la mujer gestante que porta
un feto euploide o con trisomia 21. Cada simulacién podria considerarse como una muestra biolégica independiente
obtenida de mujeres gestantes. En la Tabla 1000, la clasificacidon correcta de casos euploides se refiere a aquellos
casos euploides en los que se acepto la hipdtesis nula y la clasificacion incorrecta de casos euploides se refiere a
aquellos casos euploides en los que se aceptod la hipotesis alternativa. De forma analoga, aquellos casos de trisomia
21 en los que se aceptd la hipétesis alternativa se consideraron como correctamente clasificados y aquellos casos de
trisomia 21 en los que se aceptd la hipétesis nula se consideraron incorrectamente clasificados. Para ambos grupos,
aquellos casos en los que no se acepto la hipotesis nula o la alternativa, después de que se hubiera simulado el
numero total preespecificado de pocillos, se consideraron sin clasificar.

En la etapa 4, las etapas 1 a 3 se realizaron para mr que varian de 0,1 a 2,0 en incrementos de 0,1.

B. RCD

La Fig. 11 es una tabla 1100 que muestra simulaciones por ordenador para el analisis RCD digital para una muestra
de ADN fetal puro (100%) para mr que varia de 0,1 a 2,0, de acuerdo con una realizacién de la presente invencion.
Segun disminuye la concentracion de ADN fetal fraccionaria, decrece el grado de sobrerrepresentacion del cromosoma

21 y por tanto, se requiere un mayor numero de pocillos informativos para una clasificacion precisa de la enfermedad.
Por tanto, se realizaron simulaciones adicionales para concentraciones de ADN fetal de un 50%, 25% y 10% para un
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numero total de pocillos que varian de 384 a 7680 pocillos con mr =0,5.

La Fig. 12 es una tabla 1200 que muestra los resultados de la simulacion informatica de exactitudes de analisis de
RCD digital con m=0,5 para la clasificacion de muestras de fetos euploides o con trisomia 21 con diferentes
concentraciones fraccionarias de ADN fetal de acuerdo con una realizacion de la presente invencion. El rendimiento
del RCD digital es mejor para los casos con una concentracion fraccionaria de ADN fetal mas elevada. Con una
concentracion de ADN fetal de un 25% y un namero total de 7680 analisis de PCR, un 97% de casos tanto euploides
como aneuploides serian clasificables sin una clasificacion incorrecta. El 3% restante de los casos requiere analisis
adicionales hasta que se pueda lograr la clasificacion.

Los procedimientos para simular analisis digitales RCD fueron similares a aquellos descritos para el analisis digital
ARN-SNP. Las etapas para las simulaciones se describen a continuacion:

En la etapa 1, se generaron dos numeros aleatorios bajo la funcién de densidad de probabilidad de Poisson para
representar el locus de referencia, el cromosoma 1y el locus del cromosoma 21. Para los sujetos femeninos portadores
de fetos euploides, las concentraciones promedio de ambos loci del cromosoma 1 y del cromosoma 21 fueron las
mismas. En este analisis de simulacion, se utilizé una concentracion promedio de molde de 0,5 para cada locus por
pocillo. Para los sujetos femeninos portadores de fetos con trisomia 21, el mr en esta simulacion fue de 0,5, pero la
concentracién promedio del locus del cromosoma 21 por pocillo dependeria de la concentracion de ADN fetal
fraccionario en la muestra analizada, como se muestra en la Tabla 700. La distribucién del locus de referencia y/o del
cromosoma 21 para un pocillo se determiné mediante los numeros aleatorios que representan el locus respectivo que
se generaron de acuerdo con la funcidon de densidad de probabilidad de Poisson con la concentracion promedio
adecuada del locus por pocillo.

En la etapa 2, se repitio el paso 1 hasta que se generd el numero deseado de pocillos, por ejemplo, 384 pocillos para
un experimento de placas de 384 pocillos. Se conté el numero de pocillos positivos para el cromosoma 1 solo y el
cromosoma 21 solo. El numero de pocillos informativos fue el nimero total de pocillos positivos para uno de los
cromosomas, pero no para ambos. La proporcion de pocillos informativos positivos para el cromosoma 21 (Pr) se
calculd, a continuacion. Los limites superior e inferior de las curvas de SPRT relevantes para aceptar la hipotesis nula
o alternativa se calcularon como se describe en la seccion anterior sobre el analisis de SPRT.

En la etapa 3, se realizaron 5000 simulaciones para cada uno de los dos escenarios de la mujer gestante que porta
un feto euploide o con trisomia 21. Cada simulacién podria considerarse como una muestra bioldgica independiente
obtenida de mujeres gestantes. En la Tabla 1100, la clasificacidon correcta de casos euploides se refiere a aquellos
casos euploides en los que se acepto la hipdtesis nula y la clasificacion incorrecta de casos euploides se refiere a
aquellos casos euploides en los que se aceptod la hipotesis alternativa. De forma analoga, aquellos casos de trisomia
21 en los que se acepto la hipotesis alternativa se consideraron como correctamente clasificados y aquellos casos de
trisomia 21 en los que se aceptd la hipétesis nula se consideraron incorrectamente clasificados. Para ambos grupos,
aquellos casos en los que no se acepto la hipotesis nula o la alternativa, después de que se hubiera simulado el
numero total preespecificado de pocillos, se consideraron sin clasificar.

En la etapa 4, se repitieron las etapas 1 a 3 para las muestras con 10%, 25%, 50% y 100% de ADN fetal con cifras
totales de pocillos que varian de 384 a 7680.

Il. VALIDACION DE LA DETECCION DE TRISOMIA 21

A. ARN-SNP para PLAC4

La viabilidad practica del ARN-SNP digital se demostré utilizando el SNP rs8130833 sobre el gen PLAC4 en el
cromosoma 21 (Lo, YMD et al. 2007 Nat Med 13, 218-223). Se analizaron muestras de ADN y ARN placentario de
placentas heterocigoéticas, dos euploides y dos con trisomia 21. Las muestras de ADN placentario se analizaron con
el protocolo de ARN-SNP digital, pero con la omision de la etapa de transcripcion inversa, por tanto, convirtiendo el
procedimiento esencialmente en un analisis de ADN-SNP digital. Para encontrar el equilibrio entre la posibilidad de
una clasificacion correcta de los casos y la proporcion de pocillos informativos, los presentes inventores diluyeron las
muestras con el objetivo de un alelo de cualquier tipo por pocillo y lo confirmaron mediante un analisis de PCR digital
de 96 pocillos. A esto le sigui6 un experimento de ARN-SNP digital de 384 pocillos. Se calcularon Pry mr y la curva
de SPRT para este valor de mr se utilizé para la interpretacion de los datos.

La Fig. 13A muestra una tabla 1300 de analisis de ARN-SNP digital en tejidos placentarios de gestaciones euploides
y de trisomia 21. Los genotipos se determinaron mediante un ensayo de espectrometria de masas. "Euploide" se
asigné cuando el Pr obtenido experimentalmente estuvo por debajo de la region inclasificable; "T21", que representa
la trisomia 21, se asign6 cuando la Pr obtenida experimentalmente estuvo por encima de la region inclasificable. T21,
trisomia 21. Cada uno de estos casos se clasificé correctamente, utilizando muestras tanto de ADN como de ARN,
con un experimento de 384 pocillos.

Los presentes inventores analizaron adicionalmente muestras de ARN plasmatico de nueve mujeres portadoras de
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fetos euploides y cuatro mujeres portadoras de fetos con trisomia 21. La Fig. 13B muestra una tabla 1350 de analisis
de ARN-SNP digital de plasma materno de gestaciones de euploides y trisémicos 21. Todos los casos se clasificaron
correctamente. Los resultados iniciales para un caso de trisomia 21 (M2272P) cayeron dentro de la region
inclasificable, entre las curvas de SPRT, después de un experimento de 384 pocillos. Por tanto, se realizé una
ejecucion adicional de 384 pocillos. Se calcularon valores nuevos de mr y Pr a partir de los datos agregados del total
de 768 pocillos y la clasificacion se realizé utilizando un nuevo conjunto de curvas de SPRT seleccionadas basandose
en este valor de mr. A continuacion, el caso se puntud correctamente como aneuploide.

Los datos experimentales y de simulacion de los presentes investigadores muestran que el ARN-SNP digital es un
método eficaz y exacto para la deteccion de la trisomia 21. Dado que el ARNm de PLAC4 en el plasma materno se
deriva puramente del feto, para 12 de las 13 muestras de plasma materno ensayadas, solo se necesité uno
experimento de PCR digital de 384 pocillos para una clasificacion correcta. Este enfoque homogéneo, basado en PCR
digital en tiempo real ofrece por tanto una alternativa al enfoque basado en espectrometria de masas para el analisis
de ARN-SNP. Ademas de los transcritos de ARNm especificos de placenta, los presentes inventores también conciben
que se podrian utilizar otros tipos de especies de acidos nucleicos especificos fetales en plasma materno para la
deteccién basada en PCR digital de aneuploidias cromosémicas fetales. Un ejemplo son los marcadores epigenéticos
fetales que se han utilizado recientemente para la deteccion prenatal no invasiva de la trisomia 18 utilizando el enfoque
de la relacion alélica epigenética (EAR) (Tong YK et al. 2006 Clin Chem, 52, 2194-2202). Por tanto, los presentes
inventores predicen que la EAR digital seria una técnica analitica posible.

B.RCD

La viabilidad practica del RCD digital para la deteccion de trisomia 21 se investigé también utilizando un ensayo de
PCR dirigido a secuencias paralogas en los cromosomas 21 y 1. Los loci paralogos se utilizaron aqui a modo de
ejemplos. Las secuencias no paralogas en el cromosoma 21 y cualquier otro cromosoma de referencia pueden
utilizarse también para el RCD. Las muestras de ADN placentario de dos placentas euploides y dos de trisomia 21 se
diluyeron hasta aproximadamente un molde diana de cada cromosoma por pocillo y se confirmaron mediante un
analisis de PCR digital de 96 pocillos. Cada muestra confirmada se analizé mediante un experimento de RCD digital
de 384 pocillos y se calcularon los valores de Pry M:. Para el RCD digital, el paralogo del cromosoma 1 fue el molde
de referencia. Este valor de m: se utilizé para seleccionar un conjunto correspondiente de curvas de SPRT para la
interpretacion de datos. Todas las muestras de placenta se clasificaron correctamente como se muestra en la Fig.
14A.

Para demostrar que el enfoque de RCD digital se puede utilizar para detectar ADN de trisomia 21 que se mezcla con
un exceso de ADN euploide, tal como el escenario de ADN fetal en plasma materno, se analizaron las mezclas que
contienen un 50 % y un 25 % de ADN placentario de trisomia 21 en un fondo de ADN de células sanguineas maternas
euploides. El ADN de la placenta de 10 casos de trisomia 21 y de 10 casos euploides se mezclé cada uno con una
cantidad igual de ADN de células sanguineas euploides maternas, produciendo por tanto veinte mezclas de ADN al
50 %. La Fig. 14B muestra un grafico 1440 que ilustra la interpretacion de SPRT para el analisis RCD de las mezclas
de un 50 % de ADN fetal. De forma analoga, el ADN placentario de 5 casos de trisomia 21 y de 5 casos euploides se
mezclé cada uno con un exceso 3 veces mayor de ADN de células sanguineas euploides maternas, produciendo por
tanto diez mezclas de ADN al 25 %. La Fig. 14C muestra un grafico 1470 que ilustra la interpretacion de SPRT para
el analisis RCD de las mezclas de un 25 % de ADN fetal. Todas las mezclas de ADN euploide y aneuploide se
clasificaron correctamente, como se muestra en las Figs. 14B y 14C.

Cada muestra alcanz6 el punto de ser clasificable después de varios analisis de PCR digital de 384 pocillos, como se
marca en las Figs. 14B y 14C. Para las mezclas de ADN al 50 %, el niumero de placas de 384 pocillos necesarios varié
de uno a cinco. Para las mezclas de ADN al 25 %, el numero de placas de 384 pocillos necesarios varié de uno a
siete. La proporcion acumulada de casos que se clasificaron correctamente con la adicion de cada analisis de PCR
digital de 384 fue como la predicha por la simulacién por ordenador presentada en la Tabla 1200.

ll. METODO CON PCR DIGITAL

I. ARN-SNP DIGITAL

Todas las muestras de ARN se sometieron primero a transcripcion inversa con un cebador de transcripcion inversa
especifico de gen utilizando la transcriptasa inversa de ThermoScript (Invitrogen). La secuencia del cebador de
transcripcion inversa fue 5-AGTATATAGAACCATGTTTAGGCCAGA-3 (Integrated DNATechnologies, Coralville,
lowa). El tratamiento posterior de las muestras de ARN transcrito de forma inversa (es decir, el ADNc) para el ARN-
SNP digital y las muestras de ADN (por ejemplo, ADN placentario) fue el mismo, esencialmente. Antes del analisis de
PCR digital, las muestras de ADN y de ADNc primero se cuantificaron, utilizando un ensayo de PCR en tiempo real
para PLACH4, que consta de los cebadores 5-CCGCTAGGGTGTCTTTTAAGC-3’, 5-
GTGTTGCAATACAAAATGAGTTTCT-3 y de la sonda fluorescente 5-(FAM)ATTGGAGCAAATTC(MGBNFQ)-3
(Applied Biosystems, Foster City, California), en donde FAM es la 6-carboxifluoresceina y MGBNFQ es un
desactivador no fluorescente de union a surco menor.
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Se prepard una curva de calibracion mediante diluciones en serie de oligonucleétidos de ADN sintético monocatenario
purificados por HPLC (Proligo, Singapur) especificando el amplicon. La secuencia fue 5'-
CGCCGCTAGGGTGTCTTTTAAGCTATTGGAGCAAATTCAAATTTGGCTTAAAGAA
AAAGAAACTCATTTTGTATTGCAACACCAGGAGTATCCCAAGGGACTCG-3'. La reaccién se establecio utilizando
2X TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems) en un volumen de reaccion de 25 ml. Se utilizaron 400
nM de cada cebador y 80 nM de la sonda en cada reaccion. La reaccion se inicio a 50 °C durante 2 min, seguido de
95 °C durante 10 min y 45 ciclos de 95 °C durante 15 seg y 60 °C durante 1 min en un sistema de deteccion de
secuencias ABI PRISM 7900HT (Applied Biosystems). A continuacion, se llevaron a cabo diluciones en serie de las
muestras de ADN o de ADNc de manera que la amplificacion posterior por PCR digital se pudiera realizar con
aproximadamente una molécula molde por pocillo. A tal concentracion, se esperaba que aproximadamente el 37 % de
los pocillos de reaccién mostraran amplificacion negativa y se confirmé primero realizando un analisis de PCR en
tiempo real digital de 96 pocillos. A esto le siguié un analisis de ARN-SNP digital realizado en placas de 384 pocillos
utilizando un conjunto de cebadores que no abarcan intrones: el cebador directo 5-TTTGTATTGCAACACCATTTGG-
3’y el cebador de transcripcion inversa especifico del gen descrito anteriormente.

Se disefiaron dos sondas TagMan especificas de alelo dirigidas a cada uno de los dos alelos del SNP rs8130833 en
el PLACA. Sus secuencias fueron 5-(FAM)TCGTCGTCTAACTTG(MGBNFQ)-3’ y 5-
(VIC)ATTCGTCATCTAACTTG(MGBNFQ) para los alelos G y A, respectivamente. La reaccion se establecio utilizando
2X TagMan Universal PCR Master Mix en un volumen de reacciéon de 5 ml. Cada reaccién contiene 1X TagMan
Universal PCR Master Mix, 572 nM de cada cebador, 107 nM de la sonda especifica del alelo G y 357 nM de la sonda
especifica del alelo A. La reaccion se llevé a cabo en el sistema de deteccién de secuencias ABI PRISM 7900HT. La
reaccion se inicié a 50 °C durante 2 min, seguido de 95 °C durante 10 min y 45 ciclos de 95 °C durante 15 seg y 57
°C durante 1 min. Durante la reaccion, los datos de fluorescencia se recogieron mediante la aplicacién "Absolute
Quantification" del software SDS 2.2.2 (Applied Biosystems). El software calcul6 automaticamente los valores basales
y umbrales. ElI numero de pocillos que fueron positivos para los alelos A o G se registrd y se sometié a analisis de
SPRT.

B. Analisis de RCD digital

Todas las muestras de ADN placentario y de capa leucocitaria materna utilizadas en este estudio se cuantificaron
primero mediante el espectrofotometro de NanoDrop (NanoDrop Technology, Wilmington, Delaware). La
concentracion de ADN se convierte en copias/ml utilizando una conversion de 6,6 pg/célula. La cantidad de ADN
correspondiente a aproximadamente un molde por pocillo se determiné diluyendo en serie las muestras de ADN y se
confirmé con el ensayo de PCR en tiempo real en un formato de 96 pocillos en donde los presentes investigadores
esperan que aproximadamente el 37 % de los pocillos muestre una amplificaciéon negativa. La configuracion de la PCR
para la placa confirmatoria fue la misma, como se describe a continuaciéon, excepto que solo se agrego la sonda para
el cromosoma de referencia. En el analisis de RCD digital, los loci paralogos en el cromosoma 21y 1 (Deutsch, S. et
al. 2004 J Med Genet 41, 908-915) se coamplificaron primero mediante el cebador directo 5'-
GTTGTTCTGCAAAAAACCTTCGA-3’ y el cebador inverso 5-CTTGGCCAGAAATACTTCATTACCATAT-3'. Se
disefiaron dos sondas TagMan especificas de cromosomas para dirigirse a los paralogos del cromosoma 21y 1y sus
secuencias fueron 5-(FAM)TACCTCCAT AATGAGTAAA(MGBNFQ)-3’ y 5’-
(VIC)CGTACCTCTGTAATGTGTAA(MGBNFQ)-3’, respectivamente. Cada reaccion contiene 1X TagMan Universal
PCR Master Mix (Applied Biosystems), 450 nM de cada cebador y 125 nM de cada sonda. El volumen total de reaccion
fue de 5 ml/pocillo. La reaccion se inicié a 50 °C durante 2 min, seguido de 95 °C durante 10 min y 50 ciclos de 95 °C
durante 15 seg y 60 °C durante 1 min. Todos los experimentos de PCR en tiempo real se llevaron a cabo en un sistema
de deteccion de secuencias ABI PRISM 7900HT (Applied Biosystems) y los datos de fluorescencia se recogieron
mediante la aplicacion "Absolute Quantification" del software SDS 2.2.2 (Applied Biosystems). Se utilizaron los valores
basales por defecto y los valores umbral manuales. Se registré el numero de pocillos que fueron positivos para el
cromosoma 21 o el cromosoma 1y se sometio a analisis de SPRT. Se analizarian una o mas placas de 384 pocillos
hasta que se pudiera clasificar la enfermedad mediante la SPRT.

IV. UTILIZACION DE PCR DIGITAL BASADA EN MICROFLUIDOS

I. ARN-SNP DIGITAL

Este ejemplo demuestra el rendimiento del analisis de PCR digital utilizando PCR digital basada en microfluidos. Una
variante de este enfoque se ilustra aqui, a modo de ejemplo, aunque no de forma limitativa, utilizando un sistema
Fluidigm BioMark™. Este sistema puede realizar mas de 9000 PCR digitales por ejecucion.

Se obtuvieron muestras de tejido placentario y de sangre periférica materna de mujeres gestantes portadoras de fetos
euploides o trisémicos 21. El genotipado del SNP rs8130833 en el gen PLAC4 en muestras de ADN placentario
mediante la prolongacion del cebador seguido de espectrometria de masas. Se extrajo ARN de las muestras de
placenta y de plasma materno.

Todas las muestras de ARN se sometieron a transcripcion inversa con un cebador de transcripcidn inversa especifico
de gen (5-AGTATATAGAACCATGTTTAGGCCAGA-3’) utilizando la transcriptasa inversa ThermoScript (Invitrogen).
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Para las muestras de ADNc placentario, se realizaron diluciones en serie de manera que la amplificacion posterior por
PCR digital podria realizarse en aproximadamente una molécula molde por pocillo.

La PCR digital se realizé en el sistema BioMark™ (Fluidigm) con una matriz digital 12.765 (Fluidigm). Cada matriz
digital consta de 12 paneles para alojar 12 mezclas de ensayo de muestras. Cada panel se divide adicionalmente en
765 pocillos para llevar a cabo una reaccién de 7-nL/pocillo. La region de SNP rs8130833 en el gen PLAC4 se amplificé
mediante el cebador directo (5-TTTGTATTGCAACACCATTTGG-3) y el cebador de transcripcion inversa especifico
del gen descrito anteriormente. Se disefiaron dos sondas TagMan especificas de alelo dirigidas a cada uno de los dos
alelos del SNP rs8130833. Sus secuencias fueron 5-(FAM)TCGTCGTCTAACTTG(MGBNFQ)-3' y 5-
(VIC)ATTCGTCATCTAACTTG(MGBNFQ) para los alelos G y A, respectivamente. La reaccion para un panel de matriz
se establecio utilizando 2X TagMan Universal PCR Master Mix en un volumen de reaccién de 10 ml. Cada reaccién
contiene 1X TagMan Universal PCR Master Mix, 572 nM de cada cebador, 53,5 nM de la sonda especifica del alelo
G, 178,5 nM de la sonda especifica del alelo A 'y 3,5 ml de la muestra de ADNc. Se utilizé un panel de reaccion para
cada muestra de ADNc placentario, si bien se utilizaron 12 paneles para cada muestra de plasma materno. Las
mezclas de ensayo de muestra se cargaron en el Digital Array mediante un Controlador IFC de NanoFlex ™ (Fluidigm).
La reaccion se llevo a cabo en el sistema BioMark™. La reaccion se inicié a 50 °C durante 2 min, seguido de 95 °C
durante 10 min y 40 ciclos de 95 °C durante 15 seg y 57 °C durante 1 min.

Se analizaron muestras de ARN placentario de una placenta euploide y dos placentas heterocigéticas T21 en un panel
de reaccién de 765 pocillos. Para cada muestra, se contdé el nimero de pocillos informativos, que comprenden los
positivos para el alelo A o para el G (pero no para ambos). Se determind la proporcion del alelo sobrerrepresentado
entre todos los pocillos informativos (Pr). Las curvas de SPRT adecuadas para la concentracion de molde de referencia
promedio exacta por pocillo (mr) de estas ejecuciones se aplicaron para determinar si el Pr obtenido
experimentalmente indicaba una muestra euploide o T21. Como se muestra en la Fig. 15A, todas las muestras de
ARN se clasificaron correctamente utilizando este enfoque.

Los presentes inventores analizaron adicionalmente muestras de ARN plasmatico de cuatro mujeres portadoras de
fetos euploides y una mujer portadoras de un feto con trisomia 21. Cada muestra se analizé6 en doce paneles de
reaccion de 765 pocillos, es decir, 9180 reacciones por muestra de ARN de plasma. La Fig. 15B muestra el nimero
de pocillos informativos para cada uno de los 12 paneles para esta muestra de ARN de plasma. Como se muestra en
la tabla, la concentracion de molde en la muestra de plasma estaba tan diluida que el nimero de pocillos informativos
en cualquier panel de reaccion no era suficiente para la clasificacion SPRT. Los pocillos informativos de tres paneles
de reaccion tuvieron que combinarse antes de que esta muestra se clasificara como muestra euploide (Fig. 15C). La
Fig. 15C muestra que utilizando los datos agregados de dos a doce paneles, podrian clasificarse correctamente todos
los casos de plasma.

En comparacion con el método manual para realizar la PCR digital, este método basado en microfluidos es mucho
mas rapido y requiere menos mano de obra. El proceso completo podria completarse en dos horas y media.

B. Andlisis de ARN-SNP digital para la deteccion prenatal de trisomia 18

En este ejemplo, Los presentes inventores utilizaron un ensayo de discriminacion alélica digital basado en PCR sobre
el inhibidor del ARNm de serpina peptidasa clado B (ovoalbumina) miembro 2 (SERPINB2), un transcrito expresado
por la placenta en el cromosoma 18, para detectar un desequilibrio en la proporcién de alelos polimérficos para fetos
con trisomia 18. La extraccién de ADN y ARN de muestras de tejido placentario se realizé utilizando el mini Kit de ADN
QlAamp (Qiagen, Hilden, Alemania) y el reactivo TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, California), respectivamente, como se
describe en los protocolos de los fabricantes. Las muestras de ARN placentario extraidas se sometieron a tratamiento
con ADNasa | (Invitrogen) para eliminar el ADN gendmico contaminante. La genotipado del SNP rs6098 en el gen
SERPINB2 se llevé a cabo en muestras de ADN de tejido placentario con un ensayo Homogenous MassEXTEND
(hME) utilizando MassARRAY Compact (Sequenom, San Diego) como se describié anteriormente.

La transcripcion inversa para el transcrito de SERPINB2 se realiz6 en las muestras de ARN de tejido placentario con
un cebador especifico de gen 5-CGCAGACTTCTCACCAAACA-3 (Integrated DNA Technologies, Coralville, lowa)
utilizando la transcriptasa inversa ThermoScript (Invitrogen). Todas las muestras de ADNc se diluyeron hasta una
concentracion de manera que la amplificaciéon posterior por PCR digital podria realizarse en cuna concentracion
promedio de una molécula molde por pocillo. La PCR digital se establecié utilizando la TagMan Universal PCR Master
Mix (Applied Biosystems, Foster City, California) y los reactivos BiomarkTM PCR (Fluidigm, San Francisco). El cebador
directo 5'-CTCAGCTCTGCAATCAATGC-3 '(Integrated DNA Technologies) y el cebador inverso (idéntico al cebador
especifico del gen utilizado para la transcripcion inversa) se utilizaron a una concentracion de 600 nM. Las dos sondas
TagMan dirigidas al alelo A o G del SNP rs6098 en la secuencia SERPINB2 fueron 5'-
(FAM)CCACAGGGAATTATTT(MGBNFQ)-3' y 5-(FAM)CCACAGGGGATTATTT(MGBNFQ)-3’ (Applied Biosystems).
FAM es la 6-carboxifluoresceina y MGBNFQ es un desactivador no fluorescente de union al surco menory se utilizaron
en concentraciones de 300 nM y 500 nM, respectivamente. Cada mezcla de muestra-reactivo se dividié en 765 pocillos
de reaccion en una matriz digital 12.765 de BioMark™ utilizando el controlador IFC de Nanoflex™ (Fluidigm). Tras la
particion, la matriz se colocd en el sistema de PCR en tiempo real de BioMark™ (Fluidigm) para la amplificacion
térmica. La reaccién se inicié a 50 °C durante 2 min y continué a 95 °C durante 5 min seguido de 45 ciclos de 95 °C
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durante 15 seg y 59 °C durante 1 min. Después de la amplificacion, se conté el nimero de pocillos informativos (uno
que fue positivo solo para el alelo A o para el G) y el nimero de pocillos positivos para ambos alelos y se someti6 a
un analisis de prueba de la proporcion de probabilidades secuencial (SPRT).

Para un feto euploide heterocigético, los alelos A y G deben estar igualmente representados (1: 1) en el genoma fetal,
si bien para la trisomia 18, habria una copia adicional de un alelo, dando por tanto una proporcion de 2:1 en el genoma
fetal. Se gener6 una serie de curvas de SPRT para la interpretacion de diferentes muestras. Estas curvas ilustran la
proporcion esperada de pocillos informativos positivos para el alelo Pr sobrerrepresentado (eje y) para un nimero total
dado de pocillos informativos (eje x) necesarios para la clasificacion. Para cada muestra, la Pr derivada
experimentalmente se compar6 con el valor de Pr esperado. Las muestras por encima de la curva superior se
clasificaron como trisomia 18, si bien aquellas por debajo de la curva inferior se clasificaron como euploides. El area
entre las dos curvas es la region inclasificable.

La viabilidad del andlisis digital de ARN-SNP para la deteccion de trisomia 18 fetal se demostrd utilizando el SNP
rs6098 en el gen SERPINB2. Las muestras de ADN de tejido placentario de sujetos con fetos euploides y trisomia 18
primero se genotiparon mediante espectrometria de masas para identificar los casos heterocigéticos. Se encontraron
nueve placentas heterocigoéticas euploides y tres con trisomia 18 y se sometieron a analisis de ARN-SNP digital. Para
cada muestra, se calcularon Pry mr y la curva de SPRT para este valor de m, se utilizd para la clasificacion de
enfermedades. Como se muestra en la Fig. 16A, todas las muestras se clasificaron correctamente. Los valores de Pr
de las placentas con trisomia 18 estuvieron por encima de la region inclasificable, si bien las placentas euploides
cayeron por debajo de esta region.

Las muestras con curvas de SPRT basadas en m= 0,1, 0,2 y 0,3 se ilustran en la Fig. 16B. Estos datos sugieren que
el método ARN-SNP digital es una herramienta de diagndstico valiosa para gestaciones con trisomia 18. Las dos
curvas representan los limites de la regién inclasificable. Las muestras con puntos de datos por encima de la curva
superior se clasificaron como aneuploides, si bien aquellas con puntos de datos por debajo de la curva inferior se
clasificaron como euploides.

C. Analisis de RCD digital

Este ejemplo demuestra el rendimiento del analisis de RCD digital utilizando PCR digital basada en microfluidos. Una
variante de este enfoque se ilustra aqui, a modo de ejemplo, aunque no de forma limitativa, utilizando un sistema
Fluidigm BioMark™. Este sistema puede realizar mas de 9000 PCR digitales por ejecucion.

Se obtuvieron muestras de tejido placentario y de sangre periférica materna de mujeres gestantes portadoras de fetos
euploides o trisémicos 21 (T21). El ADN de la placenta de 10 casos de T21 y de 10 casos euploides se mezcld cada
uno con una cantidad igual de ADN de células sanguineas euploides maternas, produciendo por tanto veinte mezclas
de ADN al 50 %. Para asegurar una proporcion fetal precisa en las muestras de mezcla, el ADN extraido se cuantificd
primero mediante la medicion de la densidad 6ptica (DO) a 260 nm. A continuacion, se cuantificaron digitalmente
mediante el sistema BioMark™ (Fluidigm) utilizando las matrices digitales 12.765 (Fluidigm). El ensayo para cuantificar
las muestras fue el mismo que se describe a continuacién, con la excepcién de que solo se utilizé la sonda para el
cromosoma de referencia.

La dosis de cromosomas en las mezclas de ADN al 50 % y las muestras de liquido amniético se determinaron mediante
analisis de PCR digital de un locus del cromosoma 21 no polimorfico relacionado con uno situado en el cromosoma 1.
Un amplicon de 101 pb de un par de loci paralogos en el cromosoma 21y 1 se coamplificé primero mediante el cebador
directo 5-GTTGTTCTGCAAAAAACCTTCGA-3' y el cebador inverso 5-CTTGGCCAGAAATACTTCATTACCATAT-3'.
Se disefiaron dos sondas TagMan especificas de cromosomas para distinguir a los paralogos del cromosoma 21 y 1

sus secuencias fueron 5-(FAM)TACCTCCAT AATGAGTAAA(MGBNFQ)-3’ y 5'-
(VIC)CGTACCTCTGTAATGTGTAA(MGBNFQ)-3’, respectivamente. Los loci paralogos se utilizaron aqui solo a modo
de ejemplo. En otras palabras, los loci no paralogos también podrian utilizarse para tal analisis.

Con el fin de demostrar el uso del enfoque de RCD digital para detectar trisomia 18 (T18), se disefid otro ensayo
dirigido a secuencias paralogas en los cromosomas 21y 18. Se coamplificd primero un amplicén de 128 pb de los loci
parédlogos en los cromosomas 21 y 18 mediante el cebador directo 5-GTTGTTCTGCAAAAAACCTTCGA-3’ y el
cebador inverso 5-CTTGGCCAGAAATACTTCATTACCATAT-3'. Se disefaron dos sondas TagMan especificas de
cromosomas para distinguir a los paralogos del cromosoma 21 y 18 y sus secuencias fueron 5-(FAM)TACCTCCAT
AATGAGTAAA(MGBNFQ)-3° y 5-(VIC)CGTACCTCTGTAATGTGTAA(MGBNFQ)-3’, respectivamente. Los loci
paralogos se utilizaron aqui solo a modo de ejemplo. En otras palabras, los loci no paralogos también podrian utilizarse
para tal analisis.

Todos los experimentos se llevaron a cabo en el sistema BioMark ™ (Fluidigm) utilizando las matrices digitales 12.765
(Fluidigm). La reaccion para un panel se establecié utilizando 2X TagMan Universal PCR Master Mix en un volumen
de reaccion de 10 ml. Cada reaccion contenia un 1X TagMan Universal PCR Master Mix, 900 nM de cada cebador,
125 nM de cada sonda y 3,5 ml de una muestra de ADN de células de sangre materna/placentaria al 50 %. La mezcla
de muestra/ensayo se cargo en la matriz digital (Digital Array) mediante un Controlador IFC de NanoFlex ™ (Fluidigm).
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La reaccion se llevé a cabo en el sistema BioMark™ para la deteccion. La reaccion se inicié a 50 °C durante 2 min,
seguido de 95 °C durante 10 min y 40 ciclos de 95 °C durante 15 seg y 57 °C durante 1 min.

Las muestras de un 50 % de ADN de células sanguineas placentarias/maternas de euploides y de T21 se analizaron
en las matrices digitales en el ensayo de cr21/cr1 (cr, cromosoma). Para cada muestra, se conté el nimero de pocillos
informativos, que comprenden los positivos para los marcadores de cr21 o cr1 (pero no ambos). Se determiné la
proporcion del marcador sobrerrepresentado entre todos los pocillos informativos (Pr). Las curvas de SPRT adecuadas
para la concentracion de molde de referencia promedio exacta por pocillo (mr) para cualquiera de los paneles de PCR
digital se aplicaron para determinar si el Pr obtenido experimentalmente indicaba una muestra euploide o T21. Los
datos se agregaron a partir de paneles extra para muestras que permanecieron sin clasificar hasta que se pudiera
tomar una decision. Como se muestra en la Fig. 17, todas las muestras de un 50 % de ADN de células sanguineas
placentarias/maternas se clasificaron correctamente utilizando este enfoque con datos que varian de uno a cuatro
paneles necesarios. También se representd una curva de SPRT para mostrar los limites de decisién para una
clasificacion correcta, tal como se muestra en la FIG. 18.

Los presentes inventores aplicamos adicionalmente el analisis RCD en muestras de liquido amnidtico obtenidas de 23
mujeres que portan de fetos euploides y 6 mujeres que portan fetos T21. Cada muestra se analizé en un solo panel
de reaccién de 765 pocillos con el ensayo cr21/cr1. La Fig. 19 muestra el sumario de la clasificacion de SPRT. Como
se muestra en la Fig. 19, las 29 muestras se clasificaron correctamente. El método de RCD digital es por tanto un
enfoque alternativo para la deteccion de trisomias utilizando microsatélites (Levett LJ, et al. A large-scale evaluation
of amnio-PCR for the rapid prenatal diagnosis of fetal trisomy. Ultrasound Obstet Gynecol 2001; 17: 115-8) o de
polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) (Tsui NB, et al. Detection of trisomy 21 by quantitative mass spectrometric
analysis of single-nucleotide polymorphisms. Clin Chem 2005; 51: 2358-62) marcadores o PCR en tiempo real no
digital (Zimmermann B, et al. Novel real-time quantitative PCR test for trisomy 21. Clin Chem 2002; 48: 362-3) en
diversos tipos de muestra utilizadas para el diagndstico prenatal, tal como biopsias de liquido amnidtico y vellosidades
corionicas.

En un intento por detectar casos de T18, los presentes investigadores aplicamos el ensayo cr21/cr18 en 3 muestras
de ADN placentario euploide y 5 de T18. Se calculd la proporcion del marcador sobrerrepresentado entre todos los
pocillos informativos (Pr). Todos se clasificaron correctamente, con la excepcién de un caso de T18 que se clasificd
erroneamente como euploide. Los resultados se resumen en la Fig. 20.

V. UTILIZACION DE ENSAYOS DE RCD DIGITAL MULTIPLEXADOS EN PLATAFORMA DE ESPECTROMETRICA
DE MASAS

El nimero de moléculas de ADN plasmatico que estan presentes por unidad de volumen de plasma materno es
limitado (Lo, YMD. et al. 1998 Am J Hum Genet 62, 768-7758). Por ejemplo, en la gestacién temprana, la concentracion
plasmatica materna promedio de un locus autosémico, el gen B-globina, se ha demostrado que es de 986 copias/ml,
con contribuciones tanto del feto como de la madre (Lo, YMD. et al. 1998 Am J Hum Genet 62, 768-7758). Para
capturar 7.680 moléculas, se necesitaria ADN extraido de unos 8 ml de plasma materno. Este volumen de plasma,
obtenible de ~15 ml de sangre materna, esta en el limite de la practica habitual. Sin embargo, los presentes
investigadores prevén que se pueden combinar multiples conjuntos diana de Cr21 y cromosomas de referencia para
el analisis digital de RCD. Para 5 pares de cr21 y cromosomas de referencia diana, solo se necesitarian 1,6 ml de
plasma materno para proporcionar el numero de moléculas molde necesarias para el analisis. Podria realizarse una
PCR multiplexada de una sola molécula. La solidez de dicho analisis de una sola molécula multiplexado se ha
demostrado previamente para el haplotipado de una sola molécula (Ding, C. y Cantor, CR. 2003 Proc Natl Acad Sci
USA 100, 7449-7453).

En un ejemplo, se obtuvieron muestras de tejido placentario y de sangre periférica materna de mujeres gestantes que
portan fetos euploides o trisémicos 21 (T21). Se mezclaron 5 muestras de ADN placentario euploide y 5 de T21 cada
una con proporciones iguales de ADN de células de sangre materna para producir 10 mezclas de ADN que imitan
muestras de plasma con un 50 % de ADN fetal. Para asegurar una proporcion fetal precisa en las muestras de mezcla,
el ADN extraido se cuantificé primero mediante la medicion de la densidad éptica (DO) a 260 nm. A continuacion, se
cuantificaron digitalmente mediante PCR en tiempo real en el formato de 384 pocillos. El ensayo para cuantificar las
muestras fue el mismo que se ha descrito en el ejemplo previo de analisis de RCD digital.

La dosis de cromosomas en las mezclas al 50 % se determind mediante analisis de PCR digital de un locus del
cromosoma 21 no polimérfico relacionado con uno situado en el cromosoma 1. El método se denomina analisis de
dosis cromosomica relativa (RCD) digital. Un amplicén de 121 pb (incluido un 10-mer en cada cebador) de un par de
loci paralogos en el cromosoma 21 y el 1 se coamplific6 mediante el cebador directo 5'-
GTTGTTCTGCAAAAAACCTTCGA-3'y el cebador inverso 5-CTTGGCCAGAAATACTTCATTACCATAT-3'. Se disefio
un cebador de extensién que se dirige a las diferencias de bases entre el cromosoma 21 y el cromosoma 1y su
secuencia es 5-CTCATCCTCACTTCGTACCTC-3.

Con el fin de demostrar la utilidad de los ensayos de PCR digital multiplexadas para detectar casos de T21, se disefid
otro ensayo de RCD digital dirigido a secuencias paralogas en los cromosomas 21 y 18. Un amplicon de 148 pb
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(incluido un 10-mer en cada cebador) de los loci paralogos en los cromosomas 21y 18 fue coamplificado por el cebador
directo 5-ACGTTGGATGGTACAGAAACCACAAACTGATCGG-3 y el cebador inverso 5’-
ACGTTGGATGGTCCAGGCTGTGGGCCT-3'. Se disefié un cebador de extension que se dirige a las diferencias de
bases entre el cromosoma 21 y el cromosoma 18 y su secuencia es 5-ACAAAAGGGGGAAGAGG-3.

El analisis RCD digital multiplexado se realiz6 utilizando el protocolo de prolongacién del cebador. La reaccion de PCR
se establecio utilizando un kit de reactivos GeneAmp PCR Core Reagent Kit (Applied Biosystems) en un volumen de
reaccion de 5 ml. Cada reaccion contuvo tampén Il 1X, MgClz 2 mM, mezcla de dNTP 200 mM, AmpliTag Gold 0,2 U,
200 nM de cada uno de los 4 cebadores y la mezcla de ADN al 50 %. La mezcla de ensayo/muestra se dispensé en
una placa de PCR de 384 pocillos y la reaccion se inicié a 50 °C durante 2 min, seguido de 95 °C durante 10 min y 40
ciclos de 95 °C durante 15 seg y 57 °C durante 1 min.

Los productos de PCR se sometieron a un tratamiento de fosfatasa alcalina de camarén (SAP; del inglés, shrimp
alkaline phosphatase) para eliminar los dNTP no incorporados. La mezcla se incubd a 37 °C durante 40 min seguido
de 85 °C durante 5 min. A continuacion, se llevd a cabo la reaccidon de prolongacion del cebador. En sintesis, se
afadieron 771 nM del cebador de extension del ensayo cr21/cr1, 1,54 mM de cebador de extension del ensayo
cr21/cr18, 0,67 U de Thermosequenase (Sequenom) y 64 mM de cada uno de ddCTP, ddGTP, dATP y dTTP en un
coctel de extension a los productos de PCR tratados con SAP. Las condiciones de reaccion fueron 94 °C durante 2
min, seguido de 94 °C durante 5 min, 50 ° C durante 5 seg y 72 °C durante 5 seg durante 80 ciclos. Se agregaron 16
ml de agua y 3 mg de la resina limpia Clean Resin (Sequenom) a los productos de extension para una limpieza final.
Las mezclas se mezclaron en un rotador durante 20 a 30 min, seguido de una etapa de centrifugacién a 361 g durante
5 min. Se dispensaron de quince a 25 nL de los productos finales en un SpectroCHIP (Sequenom) mediante un
nanodispensador MassARRAY Nanodispenser S (Sequenom). La adquisicion de datos del SpectroCHIP se realizé en
el espectrometro de masas compacto MassARRAY Analyzer (Sequenom). Los datos de masas se importaron al
software MassARRAY Typer (Sequenom) para su analisis.

Las muestras de un 50 % de ADN placentario/materno, cinco euploides y cinco T21, se analizaron con el ensayo
duplex de RCD. Para cada muestra, se conté el nimero de pocillos informativos del ensayo individual, que comprenden
los positivos para los marcadores solo de cr21 o de cr1 o de cr18. Se calculé separadamente para cada ensayo de
RCD, la proporcion del marcador de cr21 entre todos los pocillos informativos (Pr). A continuacion, se aplico la prueba
de la proporcion de probabilidades secuencial (SPRT) para determinar si la Pr indicé una muestra euploide o T21. De
este modo, se redujo el niumero de pocillos necesarios dado que cada placa se cont6 dos veces.

El ensayo cr21/cr1 normalmente se aplicé primero. Si la muestra permanecio sin clasificar, a continuacion, los valores
del ensayo cr21/cr18 se afiadirian para calculos adicionales. Se utilizaron paneles extra para muestras que
permanecieron sin clasificar hasta que se pudiera tomar una decisién. Como se muestra en la Fig. 21, todas las
muestras de mezcla de un 50 % de euploides se clasificaron correctamente utilizando una unica placa de 384 pocillos.
Varios casos de T21 requirieron 2 o mas placas para una clasificacion correcta. Si solo se utilizara un ensayo, se
necesitaria un mayor niumero de placas para lograr el niumero de pocillos informativos requeridos cuando se alcanzo
la clasificacion. Por ejemplo, los datos para el caso N0230 fueron inclasificables cuando se us6 individualmente
cualquiera de los ensayos RCD. Sin embargo, se logré una clasificacion correcta cuando se combinaron los datos de
los dos ensayos. Si no se utilizaran los ensayos duplex de RCD, se necesitarian placas de analisis adicionales. Los
presentes inventores esperarian una reduccion adicional del numero de pocillos con un nivel mas elevado de
multiplexacién de los ensayos.

En otro ejemplo, los presentes inventores desarrollaron un ensayo 4-plex dirigido a 4 amplicones diferentes en el
cromosoma 21 y sus correspondientes parejas paralogas situadas en otros autosomas no del cromosoma 21. Este
ensayo 4-plex se utilizé en el analisis de RCD digital, seguido de la clasificacion de SPRT de muestras de gestaciones
de euploides y de trisémicos 21. Se realizaron extracciones de ADN de muestras de placenta utilizando el kit de tejido
QlAamp (Qiagen, Hilden, Alemania).

Todas las muestras de ADN placentario y de capa leucocitaria materna utilizadas en este estudio se cuantificaron
primero mediante el espectrofotometro de NanoDrop (NanoDrop Technology, Wilmington, Delaware). La
concentracion de ADN se convirtié en equivalentes de genoma (GE)/ml utilizando una conversion de 6,6 pg/célula. La
cantidad de ADN correspondiente a aproximadamente un molde por pocillo se determiné diluyendo en serie las
muestras de ADN. Bajo tal condicion, los presentes investigadores esperariamos que aproximadamente un 37 % de
los pocillos mostraran amplificacion negativa. En el analisis de RCD digital multiplexado, se seleccionaron 4 conjuntos
de secuencias paralogas diana: los loci paralogos en el cromosoma 21y 1 se coamplificaron por el cebador directo 5'-
ACGTTGGATGTTGATGAAGTCTCATCTCTACTTCG -3 y el cebador inverso 5-
ACGTTGGATGCAATAAGCTTGGCCAGAAATACT -3, dando como resultado un amplicon de 81 pb. Los loci
pardlogos en el <cromosoma 21 'y 7 se coamplificaron por el cebador directo 5'-
ACGTTGGATGGAATTTAAGCTAAATCAGCCTGAACTG-3’ y el cebador inverso 5'-
ACGTTGGATGGTTTCTCATAGTTCATCGTAGGCTTAT-3’, dando como resultado un amplicon de 82 pb. Los loci
paralogos en el cromosoma 21 'y 2 se coamplificaron por el cebador directo 5-
ACGTTGGATGTCAGGCAGGGTTCTATGCAG -3 y el cebador inverso 5-
ACGTTGGATGAGGCGGCTTCCTGGCTCTTG -3’, dando como resultado un amplicéon de 101 pb. Los loci paralogos

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 820 866 T3

en el cromosoma 21 y 6 se coamplificaron por el cebador directo 5-ACGTTGGATGGCTCGTCTCAGGCTCGTAGTT
-3’ y el cebador inverso 5-ACGTTGGATGTTTCTTCGAGCCCTTCTTGG-3’, dando como resultado un amplicon de
102 pb. Cada reaccion contenia 10X tampén 1l (Applied Biosystems), MgCl2 y 100 nM de cada cebador. El volumen
total de reaccion fue de 5 mi/pocillo. La reaccion se inicié a 95 °C durante 5 min, seguido de 45 ciclos a 95 °C durante
30 seg, 62 °C durante 30 seg y 72 °C durante 30 seg y una extensién final a 72 °C durante 7 min. Todas las
amplificaciones de PCR convencionales se llevaron a cabo en un sistema GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystems). Los nucledtidos no incorporados se desactivaron mediante tratamiento con fosfatasa alcalina de camaron
(SAP). Cada reaccion contuvo tampon 10X SAP (Sequenom) y enzima SAP (Sequenom). Se agregaron 2 ml de mezcla
SAP a cada PCR. La reaccién con SAP se incubé a 37 °C durante 40 min y 85 °C durante 5 min. Tras el tratamiento
de SAP, se llevo a cabo la reaccién de prolongacion del cebador en los productos de PCR utilizando el kit iPLEX Gold
(Sequenom). Los desajustes de secuencia paralogos (PSM) en los loci paralogos en los cromosomas 21 y 1 se
examinaron por el cebador de extension 5-GTCTCATCTCTACTTCGTACCTC-3'. Los PSM en los loci parélogos en
los cromosomas 21 y 7 se examinaron por el cebador de extension 5-TTTTACGCTGTCCCCATTT-3’. Los PSM en
los loci paralogos en los cromosomas 21 y 2 se examinaron por el cebador de extension 5'-
GGTCTATGCAGGAGCCGAC-3'. Los PSM en los loci paralogos en los cromosomas 21 y 6 se examinaron por el
cebador de extension 5-TGGGCGCGGGAGCGGACTTCGCTGG-3'. Cada reaccion contuvo 10X tampon de reaccion
iPLEX (Sequenom), mezcla de terminacion iPLEX (Sequenom), enzima iPLEX (Sequenom) y 343 nM de cada cebador
de extensioén, excepto para el cebador de extensién para PSM en los cromosomas 21 y 6, que se utilizaron en 1,03
mM. Se agregaron 2 ml de mezcla iPLEX a 5 ml de producto de la PCR. La reaccién iPLEX se ciclé de acuerdo con
un programa de 200 ciclos cortos. Brevemente, las muestras se desnaturalizaron primero a 94 °C durante 35 seg,
seguido de hibridacién a 52 °C durante 5 seg y prolongacién a 80 °C durante 5 seg. El ciclo de hibridacion y
prolongacion se repitié cuatro veces mas durante un total de cinco ciclos y a continuacion, se volvié a un ciclo de
desnaturalizacion a 94 °C durante 5 seg, tras lo cual se volvio a realizar el ciclo cerrado de hibridacion y prolongacion
de 5 ciclos. Los cinco ciclos de hibridacion y prolongacién con la Unica etapa de desnaturalizacion se repitieron 39
veces para un total de 40. Se realiz6 una prolongacién final a 72 °C durante 3 min. Los productos de la reaccion iPLEX
se diluyeron con 16 ml de agua y se desalaron con 6 mg de resina para cada PCR. La placa de 384 pocillos se
centrifugé a 1600 g durante 3 min antes de dispensarla en el SpectroCHIP (Sequenom) y el andlisis de MS de
espectrometria de masas (Sequenom) de desorcioén e ionizacion por laser asistida por matriz-tiempo de vuelo (MALDI-
TOF).

El numero de pocillos que fueron positivos solo para el cromosoma 21 o solo para el cromosoma de referencia para
cada uno de los cuatro ensayos se registré independientemente. Para cada ensayo, se calcularon los niumeros de
moléculas corregidos por Poisson para el cromosoma 21 y el cromosoma de referencia. La suma del nUmero corregido
por Poisson de moléculas para el cromosoma 21, asi como la suma del numero corregido por Poisson de cromosomas
de referencia de los cuatro ensayos, se calcul6 y se consideré como los recuentos informativos para el ensayo de 4-
plex. El valor de la P: fue el recuento del cromosoma 21 para el ensayo de 4-plex dividido por la suma del cromosoma
21 y los recuentos de cromosomas de referencia para el ensayo 4-plex. Los valores de P derivados experimentalmente
se sometieron a analisis de SPRT. Se analizarian una o mas placas de 384 pocillos hasta que se pudiera clasificar la
enfermedad mediante la SPRT. Se analizaron un total de dos mezclas de un 50 % de ADN gendmico placentario
euploide/50 % de ADN de capa leucocitaria materna y dos mezclas de un 50 % de ADN gendmico placentario de
trisomia 21/50 % de ADN de capa leucocitaria materna.

El valor de Pr derivado experimentalmente se compararia con el valor esperado de Pr para probar las hipotesis nula o
alternativa. Como alternativa, ninguna de las hipétesis podria aceptarse si la Pr para el nimero dado de recuentos
informativos no ha alcanzado el nivel requerido de confianza estadistica para la clasificacion de enfermedades. Estos
casos se consideraron inclasificables hasta que se disponga de mas casos.

Los resultados y la clasificacion de SPRT de cada muestra estan tabulados en las Figs. 22A y 22B. Las dos muestras
euploides requirieron 2 y 5 analisis de RCD digital multiplexado de 384 pocillos antes de poder alcanzar la clasificacion
de SPRT. Los datos de ninguno de los miembros individuales del ensayo 4-plex permitieron la clasificacion de
enfermedades mediante SPRT. Ambas muestras de trisomia 21 se clasificaron correctamente cada una con solo un
analisis RCD digital multiplexado de 384 pocillos. De forma analoga, los datos de ninguno de los miembros individuales
del ensayo 4-plex permitieron la clasificacion de enfermedades mediante SPRT. Sin embargo, los recuentos
compuestos del ensayo 4-plex permitieron una clasificacion de SPRT correcta. Estos datos ilustraron que mediante el
uso de RCD digital multiplexado, el numero efectivo de recuentos informativos aumenté sustancialmente para un
numero dado de analisis de PCR digital realizados, en comparacién con la utilizacion de un ensayo de RCD digital de
un solo plex.

VI. UTILIZACION DE DOSIFICACION CROMOSOMICA RELATIVA EPIGENETICA DIGITAL

Los presentes inventores perfilan aqui un enfoque llamado dosificaciéon cromosdémica relativa epigenética digital
(ERCD digital; del inglés, digital epigenetic relative chromosome dosage) en el que los marcadores epigenéticos
muestran un patron de metilacién del ADN especifico del feto u otros cambios epigenéticos, en un cromosoma
implicado en una aneuploidia cromosoémica (por ejemplo, el cromosoma 21 en la trisomia 21) y en un cromosoma de
referencia, se someten a analisis de PCR digital. La proporcién entre el nimero de pocillos positivos para el marcador
epigenético del cromosoma 21 y el positivo para el marcador epigenético del cromosoma de referencia en el ADN

27



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 820 866 T3

plasmatico extraido de mujeres gestantes que portan fetos normales nos dara el intervalo de referencia. Se espera
que la proporcidon aumente si el feto tiene trisomia 21. Es obvio para los expertos en la materia que podria utilizarse
en este analisis mas de un marcador del cromosoma 21 y mas de un marcador cromosémico de referencia.

Un ejemplo de un gen en el cromosoma 21 que presenta un patron de metilaciéon especifico del feto (placenta) es el
gen de la Holocarboxilasa sintetasa (HLCS). La HLCS se hipermetila en la placenta, pero esta hipometilado en las
células sanguineas maternas; y se cubre en el documento US 2007/275402. Un ejemplo de un gen en un cromosoma
de referencia que muestra un patrén de metilacion especifico del feto (placenta) es el gen RASSF1A en el cromosoma
3 [10]. RASSF1A esta hipermetilado en la placenta pero esta hipometilado en las células sanguineas de la madre,
véase el documento US 2009/155776.

En la aplicacion de HLCS hipermetilado e RASSF1A hipermetilado para la deteccién por PCR digital de la trisomia 21
en un feto utilizando plasma materno, primero se recoge sangre periférica materna. A continuacion, la sangre se
somete a centrifugacion y se recoge el plasma. A continuacion, se extrae el ADN del plasma utilizando técnicas bien
conocidas por los expertos en la materia, tales como la utilizacion de un kit QlAamp Blood (Qiagen). A continuacion,
el ADN plasmatico se somete a digestion utilizando una o mas enzimas de restriccion sensibles a la metilacion, tales
como Hpall y BstUI. Esta(s) enzima(s) de restriccion sensible(s) a la metilacién cortara(n) las versiones maternas no
metiladas de estos genes, si bien dejan intactas las secuencias hipermetiladas fetales. A continuacion, la muestra de
ADN de plasma digerida se diluye hasta un punto en que de promedio se detectaran aproximadamente de 0,2 a 1
molécula de las secuencias de HLCS o RASSF1A tratadas por enzimas de restriccion pero intactas por pocillo de
reaccion. Se utilizaran dos sistemas de PCR en tiempo real para amplificar el ADN diluido, uno con dos cebadores y
una sonda TagMan especifica para el gen HLCS, que abarca la regién que se cortara por la(s) enzima(s) de restriccion
si la secuencia no esta metilada; y el otro hacia el gen RASSF1A, de manera similar con dos cebadores y una sonda
TaqgMan. Respecto al ultimo conjunto cebador/sonda de RASSF1A, se ha descrito un ejemplo por Chan et al. 2006,
Clin Chem 52, 2211-2218. Las sondas TagMan hacia las dianas HLCS y RASSF1A tendran distintos indicadores
fluorescentes, tales como FAM y VIC, respectivamente. A continuacién, se utiliza una placa de 384 pocillos para
realizar el experimento de PCR digital. EI nimero de pocillos puntuados positivos solo para HLCS y aquellos puntuados
positivos solo para RASSF1A se contara y se tomara una proporcion de estos recuentos. La proporcion
HLCS:RASSF1A se espera que sea mayor para el plasma materno extraido de una mujer gestante portadora de un
feto con trisomia 21, en comparacion con una portadora de un feto euploide normal. El grado de sobrerrepresentacion
dependera de la concentracion promedio del molde de referencia por pocillo en la ejecucién de la PCR digital.

Otros métodos para puntuar estos resultados seran posibles, por ejemplo, el recuento del nimero de pocillos positivos
para HLCS, independientemente de la positividad concurrente para RASSF1A; y viceversa para RASSF1A,
independientemente de la positividad concurrente para HLCS. Asimismo, en sustitucién del calculo de la proporcion,
el numero total o la diferencia en los recuentos de HLCS y RASSF1Apodria utilizarse para indicar el estado de trisomia
21 de un feto.

Aparte de realizar la PCR digital en placas, también sera obvio para los expertos en la materia que se pueden utilizar
otras variantes de PCR digital, por ejemplo, chips de microfluidos, sistemas de microplacas de PCR de nanolitros,
PCR en emulsién, PCR de polonia y amplificacién de circulo rodante, extension del cebador y espectrometria de
masas, etc. Estas variantes de PCR digital se nombran a modo de ejemplos y no como limitaciones.

Aparte de la PCR en tiempo real, también resultara obvio para los expertos en la materia que se pueden utilizar
métodos tales como la espectrometria de masas para puntuar los resultados de la PCR digital.

Aparte de utilizar enzimas de restriccion sensibles a la metilaciéon para diferenciar las versiones fetal y materna de
HLCS y RASSF1A, sera obvio para los expertos en la materia que serian aplicables también otros métodos para
determinar el estado de metilacién, por ejemplo, la modificacion con bisulfito, PCR especifica de metilacion,
inmunoprecipitacion utilizando un anticuerpo frente a la citosina metilada, espectrometria de masas, etc.

Sera obvio también para los expertos en la materia que el enfoque ilustrado en este ejemplo y otros ejemplos en esta
solicitud de patente se puede utilizar en los otros fluidos corporales en los que se puede encontrar ADN fetal,
incluyendo orina materna, liquido amniético, lavados transcervicales, vellosidades coriénicas, saliva materna, etc.

VIl. SECUENCIACION GENOMICA PARALELA MASIVA UTILIZANDO PCR EN EMULSION Y OTRAS
ESTRATEGIAS

Los presentes inventores describiran aqui otro ejemplo por el cual una lectura digital de moléculas de acido nucleico
se puede utilizar para la deteccion de aneuploidias cromosomicas fetales, por ejemplo, trisomia 21, en el plasma
materno. La aneuploidia cromosémica fetal es el resultado de (una) dosis anormal(es) de un cromosoma o region
cromosémica. Es deseable que las pruebas no invasivas tengan una elevada sensibilidad y especificidad para
minimizar los diagndsticos falsos. Sin embargo, el ADN fetal esta presente en una concentracién absoluta baja y
representa una porcion menor de todas las secuencias de ADN en el plasma y suero maternos. Por tanto, el numero
de muestras de PCR digital dirigidas a loci de genes especificos no se puede aumentar infinitamente dentro del mismo
espécimen bioldgico. Por tanto, el analisis de multiples conjuntos de loci diana especificos se puede utilizar para
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aumentar la cantidad de datos que podrian obtenerse de un espécimen sin aumentar el numero de muestreos de PCR
digital realizados.

Por consiguiente, los ejemplos permiten la deteccién no invasiva de aneuploidia cromosémica fetal maximizando la
cantidad de informacion genética que se podria inferir de la cantidad limitada de acidos nucleicos fetales que existen
como una poblaciéon menor en una muestra bioldgica que contiene acidos nucleicos maternos de fondo. En un aspecto,
la cantidad de informacién genética obtenida es suficiente para un diagnostico exacto, pero no demasiado excesiva
para contener los costes y el aporte de muestra bioldgica requerida.

La secuenciacion paralela masiva, tal como la alcanzable en la plataforma 454 (Roche) (Margulies, M. et al. 2005
Nature 437, 376-380), analizador gendmico lllumina Genome Analyzer (o plataforma Solexa) o el sistema SOLID
System (Applied Biosystems) o la tecnologia de secuenciacion de ADN de una sola molécula verdadera de Helicos
True Single Molecule DNA sequencing technology (Harris TD et al. 2008 Science, 320, 106-109), la molécula
individual, la tecnologia en tiempo real (SMRT™) de Pacific Biosciences y la secuenciacion de nanoporos (Soni GV y
Meller A. 2007 Clin Chem 53: 1996-2001), permiten la secuenciacion de muchas moléculas de acido nucleico aisladas
de un espécimen en o6rdenes elevados de multiplexacion de forma paralela (Dear Brief Funct Genomic Proteomic
2003; 1: 397-416). Cada una de estas plataformas secuencia moléculas individuales expandidas clonalmente o incluso
no amplificadas de fragmentos de acido nucleico.

A medida que se genera un gran numero de lecturas de secuenciacién, del orden de cientos de miles a millones o
incluso posiblemente cientos de millones o miles de millones, a partir de cada muestra en cada ejecucion, las lecturas
secuenciadas resultantes forman un perfil representativo de la mezcla de especies de éacidos nucleicos en el
espécimen original. Por ejemplo, los perfiles de haplotipo, trascriptoma y metilacion de las lecturas secuenciadas se
asemejan a los del espécimen original (Brenner et al. Nat Biotech 2000; 18: 630-634; Taylor et al. Cancer Res 2007;
67: 8511-8518). Debido a la gran cantidad de muestras de secuencias de cada espécimen, el numero de secuencias
idénticas, tal como las generadas a partir de la secuenciacion de un conjunto de acidos nucleicos en varios dobleces
de cobertura o elevada redundancia, también es una buena representacién cuantitativa del recuento de una
determinada especie de acido nucleico o locus en la muestra original.

En una realizacién, la secuenciacién aleatoria se realiza sobre fragmentos de ADN que estan presentes en el plasma
de una mujer gestante y se obtienen secuencias gendmicas que originalmente habrian provenido del feto o de la
madre. La secuenciacion aleatoria implica muestrear (secuenciar) una porcion aleatoria de las moléculas de acido
nucleico presentes en la muestra biolégica. Como la secuenciacién es aleatoria, en cada analisis se puede secuenciar
un subconjunto (fraccion) diferente de las moléculas de acido nucleico (y por tanto el genoma). Las realizaciones
funcionaran incluso cuando este subconjunto varie de una muestra a otra y de un andlisis a otro, lo que puede ocurrir
incluso utilizando la misma muestra. Los ejemplos de la fraccién son aproximadamente un 0,1 %, 0,5 % o 1 % del
genoma. En otras realizaciones, la fraccién es al menos cualquiera de estos valores.

A continuacion, puede utilizarse un procedimiento bioinformatico para localizar cada una de estas secuencias de ADN
en el genoma humano. Es posible que una proporcion de tales secuencias se descarte del analisis posterior porque
estan presentes en las regiones repetidas del genoma humano o en regiones sujetas a variaciones interindividuales,
por ejemplo, variacion del nimero de copias. se puede determinar una cantidad del cromosoma de interés y de otro u
otros cromosomas.

En un ejemplo, un parametro (por ejemplo, una representacion fraccionada) de un cromosoma potencialmente
implicado en una aneuploidia cromosémica, por ejemplo, el cromosoma 21 o el cromosoma 18 o el cromosoma 13, se
puede calcular a partir de los resultados del procedimiento bioinformatico. La representacion fraccionaria se puede
obtener basandose en una cantidad de todas las secuencias (por ejemplo, alguna medida de todos los cromosomas)
0 un subconjunto particular de cromosomas (por ejemplo, solo un cromosoma respecto al que se esta analizando)

A continuacion, esta representacion fraccionaria se compara con un intervalo de referencia establecido en gestaciones
que implican fetos normales (es decir, euploides). Es posible que en algunas variantes del procedimiento, el intervalo
de referencia se ajustaria de acuerdo con la concentracion fraccionaria de ADN fetal (f) en una muestra de plasma
materna particular. El valor de f puede determinarse a partir del conjunto de datos de secuenciacion, por ejemplo,
utilizando secuencias asignables al cromosoma Y si el feto es varén. El valor de f se puede determinar también en un
analisis por separado, por ejemplo, utilizando marcadores epigenéticos fetales (Chan KCA et al. 2006 Clin Chem 52,
2211-8) o a partir del analisis de polimorfismos de un solo nucleétido.

En un aspecto, incluso cuando un grupo de acidos nucleicos en un espécimen se secuencia con una cobertura
genomica <100 % y entre la proporcion de moléculas de acido nucleico capturadas, la mayoria de cada especie de
acido nucleico solo se secuencia una vez, el desequilibrio de dosis de un locus de gen en particular o del cromosoma
también se pueden determinar cuantitativamente. En otras palabras, el desequilibrio de dosis del locus génico o de
cromosoma se infiere a partir de la representacion porcentual de dicho locus entre todas las etiquetas secuenciadas
cartografiables del espécimen.

En un aspecto para el enfoque de secuenciacion gendmica paralela masiva, se pueden generar datos representativos
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de todos los cromosomas al mismo tiempo. El origen de un fragmento en particular no se selecciona con anticipacion.
La secuenciacién se realiza al azar y a continuacion, se puede realizar una busqueda de base de datos para ver de
donde proviene un fragmento en particular. Esto contrasta con las situaciones en las que se amplifica un fragmento
especifico del cromosoma 21 y otro del cromosoma 1.

En un ejemplo, una proporcion de tales secuencias procederia del cromosoma implicado en una aneuploidia tal como
el cromosoma 21 en este ejemplo ilustrativo. Otras secuencias de tal ejercicio de secuenciacion todavia se derivarian
de los otros cromosomas. Teniendo en cuenta el tamafio relativo del cromosoma 21 en comparacion con los otros
cromosomas, se podria obtener una frecuencia normalizada, dentro de un intervalo de referencia, de secuencias
especificas del cromosoma 21 a partir de tal ejercicio de secuenciacion. Si el feto tiene trisomia 21, la frecuencia
normalizada de secuencias derivadas del cromosoma 21 de dicho ejercicio de secuenciacién aumentard, permitiendo
por tanto la deteccién de trisomia 21. El grado de cambio en la frecuencia normalizada dependera de la concentracion
fraccionaria de acidos nucleicos fetales en la muestra analizada.

En una realizacion, los presentes investigadores utilizaron el analizador de genoma lllumina para la secuenciacion de
un solo extremo de ADN gendmico humano y muestras de ADN de plasma humano. El analizador de genoma de
lllumina secuencia las moléculas de ADN individuales expandidas clonalmente capturadas en una superficie sdlida
denominada celda de flujo. Cada celda de flujo tiene 8 carriles para la secuenciaciéon de 8 especimenes individuales
o grupos de especimenes. Cada carril es capaz de generar ~200Mb de secuencia, que es solo una fraccion de los 3
mil millones de pares de bases de secuencias en el genoma humano. Cada muestra de ADN genédmico o de ADN
plasmatico se secuencié utilizando un carril de una celda de flujo. Las etiquetas de secuencia corta generadas se
alinearon con el genoma humano de referencia y se anotd el origen cromosémico. Se tabulé el numero total de
etiquetas secuenciadas individuales alineadas con cada cromosoma y se compard con el tamafio relativo de cada
cromosoma como se esperaba a partir del genoma humano de referencia o de los especimenes no representativos
de la enfermedad. A continuacion, se identificaron las ganancias o pérdidas de cromosomas.

El enfoque descrito es solo una ejemplificacion de la estrategia de dosificacion de genes/cromosomas actualmente
descrita. Como alternativa, se podria realizar una secuenciacion de extremos emparejados. En lugar de comparar la
longitud de los fragmentos secuenciados respecto a la esperada en el genoma de referencia como describen Campbell
et al. (Nat Genet 2008; 40: 722-729), se contd y clasifico el numero de etiquetas secuenciadas alineadas de acuerdo
con la ubicacién cromosdémica. Las ganancias o pérdidas de regiones cromosdmicas o cromosomas completos se
determinaron comparando el recuento de etiquetas con el tamafio de cromosoma esperado en el genoma de referencia
o el de un espécimen no representativo de la enfermedad

En otra realizacion, la fraccion del conjunto de acidos nucleicos que se secuencia en una ejecucion se subselecciona
adicionalmente antes de secuenciar. Por ejemplo, las técnicas basadas en hibridacion, tal como la matriz de
oligonucledtidos, se podrian utilizar para subseleccionar primero las secuencias de acido nucleico de ciertos
cromosomas, por ejemplo, un cromosoma potencialmente aneuploide y otro(s) cromosoma(s) no implicado(s) en la
aneuploidia analizada. Otro ejemplo es que se subselecciona o se enriquece antes de la secuenciacion una
determinada subpoblacion de secuencias de acido nucleico del conjunto de muestras. Por ejemplo, se ha informado
de que las moléculas de ADN fetal en el plasma materno estan compuestas por fragmentos mas cortos que las
moléculas de ADN de fondo materno (Chan et al. Clin Chem 2004; 50: 88-92). Por tanto, se pueden utilizar uno o mas
métodos conocidos por los expertos en la materia para fraccionar las secuencias de acido nucleico en la muestra de
acuerdo con el tamafio de la molécula, por ejemplo, por electroforesis en gel o por columnas de exclusion por tamafio
o0 mediante un enfoque basado en microfluidos. Sin embargo, como alternativa, en el ejemplo del andlisis de ADN fetal
libre de células en el plasma materno, la porcion de acido nucleico fetal se podria enriquecer mediante un método que
suprima el fondo materno, como mediante la adicién de formaldehido (Dhallan et al. JAMA 2004; 291: 1114-9).

Otras estrategias de secuenciacion de una molécula individual tal como la de la plataforma Roche 454, la plataforma
SOLID de Applied Biosystems, la tecnologia de secuenciacion de ADN Helicos True Single Molecule, la molécula
individual, la tecnologia en tiempo real (SMRT™) de Pacific Biosciences y la secuenciacién de nanoporos podria
utilizarse de manera similar en esta aplicacion.

Se pueden encontrar ejemplos de resultados y una discusion adicional (por ejemplo, para secuenciar y calcular
pardmetros) en la solicitud presentada simultdneamente "DIAGNOSING FETAL CHROMOSOMAL ANEUPLOIDY
USING GENOMIC SEQUENCING", US 2009/029377. Notese que los métodos descritos en el presente documento
para determinar un valor limite pueden implementarse cuando la reaccidn es de secuenciacion, por ejemplo, como se
describe en esta seccion.

La determinacion de la concentracién fraccionaria de ADN fetal en el plasma materno también se puede realizar por
separado de la ejecucion de la secuenciacion. Por ejemplo, la concentracion de ADN del cromosoma Y podria
predeterminarse utilizando PCR en tiempo real, PCR de microfluidos o espectrometria de masas. De hecho, la
concentracion de ADN fetal podria determinarse utilizando loci distintos del cromosoma Y y podria ser aplicable a fetos
femeninos. Por ejemplo, Chan et al. demostraron que las secuencias de RASSF1A metiladas derivadas de origen fetal
se detectarian en el plasma de mujeres gestantes en el fondo de secuencias de RASSF1A no metiladas derivadas
maternalmente (Chan et al., Clin Chem 2006;52:2211-8). La concentracion de ADN fetal fraccionario se puede
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determinar por tanto dividiendo la cantidad de secuencias de RASSF1A metiladas por la cantidad total de secuencias
de RASSF1A (metiladas y no metiladas).

Se espera que se prefiera el plasma materno al suero materno para la practica de la invencion de los presentes
investigadores, porque el ADN se libera de las células sanguineas de la madre durante la coagulacion de la sangre.
Por tanto, si se utiliza el suero, se espera que la concentracion fraccionaria de ADN fetal sea menor en el plasma
materno que en el suero materno. En otras palabras, si se utiliza suero materno, se espera que fuera necesario generar
mas secuencias para diagnosticar la aneuploidia cromosdémica fetal, en comparaciéon con una muestra de plasma
obtenida de la misma mujer gestante al mismo tiempo.

Todavia otra forma alternativa de determinar la concentracion fraccionaria de ADN fetal seria a través de la
cuantificacion de diferencias polimérficas entre las mujeres gestantes y el feto (Dhallan R, et al. 2007 Lancet, 369,
474-481). Un ejemplo de este método seria dirigirse a sitios polimoérficos en los que la mujer gestante es homocigotica
y el feto es heterocigético. La cantidad de alelo especifico del feto se puede comparar con la cantidad del alelo comun
para determinar la concentracion fraccionaria de ADN fetal.

A diferencia de las técnicas existentes para detectar anomalias cromosoémicas, incluida la hibridacion gendmica
comparativa, hibridacién genédmica comparativa de micromatrices, la reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa
en tiempo real, que detectan y cuantifican una o mas secuencias especificas, la secuenciacién paralela masiva no
depende de la deteccion o analisis de un conjunto predeterminado o predefinido de secuencias de ADN. Se secuencia
una fraccidn aleatoria representativa de moléculas de ADN del grupo de especimenes. El nimero de etiquetas de
secuencia diferentes alineadas con varias regiones cromosdmicas se compara entre muestras que contienen o no
ADN tumoral. Las anomalias cromosdmicas se revelarian por las diferencias en el nimero (o porcentaje) de
secuencias alineadas con cualquier region cromosomica dada en los especimenes.

En otro ejemplo, la técnica de secuenciaciéon en ADN libre de células de plasma puede utilizarse para detectar las
anomalias cromosémicas en el ADN plasmatico para la deteccion de un cancer especifico. Los diferentes canceres
tienen un conjunto de anomalias cromosémicas tipicas. Pueden utilizarse cambios (amplificaciones y deleciones) en
multiples regiones cromosomicas. Por tanto, habria una proporcion aumentada de secuencias alineadas respecto a
las regiones amplificadas y una proporcién disminuida de secuencias alineadas respecto a las regiones disminuidas.
La representacion porcentual por cromosoma podria compararse con el tamafio de cada cromosoma correspondiente
en un genoma de referencia expresado como el porcentaje de representacion gendmica de cualquier cromosoma dado
con respecto al genoma completo. Se pueden utilizar también comparaciones directas o comparaciones con un
cromosoma de referencia.

VIIl. DETECCION DE MUTACIONES

El ADN fetal en el plasma materno existe como una poblacién menor, con un promedio de un 3 % a un 6 % del ADN
del plasma materno aportado por el feto. Debido a esta razon, la mayor parte del trabajo previo en la materia se ha
centrado en la deteccion de dianas de ADN que el feto ha heredado del padre y que son distinguibles de la mayoria
del ADN materno de fondo en el plasma materno. Entre los ejemplos de tales dianas detectadas previamente se
incluyen el gen SRY en el cromosoma Y (Lo YMD et al. 1998 Am JHum Genet, 62, 768-775) y el gen RHD cuando la
madre es RhD negativa (Lo YMD et al. 1998 N Engl J Med, 339, 1734-1738.

Para la deteccion de mutaciones fetales, las estrategias previas que utilizan plasma materno se limitan a condiciones
autosomicas dominantes en las que el padre es un portador, la exclusion de enfermedades autosémicas recesivas
mediante la deteccion de mutaciones directa cuando el padre y la madre portan mutaciones diferentes o mediante
analisis de enlace (Ding C et al. 2004 Proc Natl Acad Sci USA 101, 10762-10767). Estas estrategias anteriores tienen
limitaciones considerables. Por ejemplo, para una pareja en donde tanto el hombre como la mujer de la pareja portan
la misma mutacién, a continuacion, seria imposible llevar a cabo un diagndstico prenatal significativo mediante la
deteccidn directa de la mutacion en el plasma materno.

Tal escenario se ilustra en la Fig. 23. En este escenario, habra tres genotipos fetales posibles, NN, NM y MM, donde
N representa el alelo normal y M representa el alelo mutante. Entre los ejemplos de alelos mutantes se incluyen
aquellos que causan fibrosis quistica, beta-talasemia, alfa-talasemia, anemia de células falciformes, atrofia muscular
espinal, hiperplasia suprarrenal congénita, etc. Se pueden encontrar otros ejemplos de estos trastornos en la herencia
mendeliana en el hombre en linea (OMIM; del inglés, Online Mendelian Inheritance in Man)
www.ncbi.nim.nih.gov/sites/entrez?db=0OMIM&itool=toolbar. En el plasma materno, la mayor parte del ADN vendra de
la madre y seria NM. Para cualquiera de los tres genotipos fetales, no habra ningun alelo fetal Unico que permita su
deteccién unica en el plasma materno. Por tanto, la estrategia convencional no se puede aplicar aqui.

La invencién permite manejar tales escenarios. En el escenario donde la madre y el feto son ambos NM, a continuacion
el alelo N y el alelo M estaran en equilibrio alélico. Sin embargo, si la madre es NM y el feto es NN, a continuacion,
habra un desequilibrio alélico en el plasma materno, con el alelo N estando sobrerrepresentado. Por otro lado, si la
madre es NM vy el feto es MM, a continuacion, habra un desequilibrio alélico en el plasma materno, con el alelo M
estando sobrerrepresentado. Por tanto, para la deteccion de mutaciones fetales, la hipdtesis nula se refiere a la
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ausencia de desequilibrio alélico cuando el feto es del genotipo NM. La hipétesis alternativa se refiere a la presencia
de desequilibrio alélico y el genotipo fetal podria ser NN o MM dependiendo de si el alelo N o M esta
sobrerrepresentado.

La presencia o ausencia de desequilibrio alélico se puede determinar mediante PCR digital utilizando las realizaciones
descritas en el presente documento. En un primer escenario, un volumen particular de plasma materno contiene el
ADN liberado de 100 células, de las cuales 50 son de la madre y 50 son del feto. Por tanto, la concentracion fraccionaria
de ADN fetal en este volumen de plasma es de un 50 %. Cuando la madre es del genotipo NM, a continuacién, habra
50 alelos N y 50 alelos M aportados por la madre. Si el feto es del genotipo NM, a continuacién, habra 50 alelos N y
50 alelos M aportados por el feto. Por tanto, no habra desequilibrio alélico entre el alelo N y el alelo M, un total de 100
copias cada uno. Por otro lado, Si el feto es del genotipo NN, habra 100 alelos N derivados del feto en este volumen
de plasma. Por tanto, habra un total de 150 alelos N por 50 alelos M. En otras palabras, habra un desequilibrio alélico
entre N y M, con N estando sobrerrepresentado en una proporcién de 3:1 respecto a M.

En la situacion inversa, si el feto es del genotipo MM, a continuacién, habra 100 alelos M derivados del feto en este
volumen de plasma. Por tanto, habra un total de 150 alelos M por 50 alelos N. En otras palabras, habra un desequilibrio
alélico entre N y M, estando M sobrerrepresentado en una proporcion de 3:1 respecto a N. Tal desequilibrio alélico
puede medirse mediante PCR digital. El alelo con el nimero menor de pocillos positivos se considera como el molde
de referencia. Igual que los analisis de ARN-SNP digital y RCD digital, la distribucion real de los alelos en el
experimento de PCR digital estaria gobernada por la funcion de densidad de probabilidad de Poisson. Por tanto, si
bien el grado tedrico de desequilibrio alélico en el escenario presente es 3:1, el grado esperado de desequilibrio alélico
dependeria de la concentracién molde promedio por pocillo durante el analisis de PCR digital. Por tanto, los limites de
interpretacion, tal como para el analisis de SPRT, adecuados para la concentracion del molde de referencia promedio
por pocillo (mr) deberian utilizarse para la clasificacion de casos.

Asimismo, el grado de desequilibrio alélico que necesita medirse depende de la concentracién de ADN fetal
fraccionaria. En contraste con el ejemplo anterior, se puede considerar un volumen particular de plasma materno que
contiene el ADN liberado de 100 células, de las cuales 90 son de la madre y 10 son del feto. Por tanto, la concentracion
fraccionaria de ADN fetal en este volumen de plasma es de un 10 %. Cuando la madre es del genotipo NM, a
continuacion, habra 90 alelos N y 90 alelos M aportados por la madre. Si el feto es del genotipo NM, a continuacion,
habra 10 alelos N y 10 alelos M aportados por el feto. Por tanto, no habra desequilibrio alélico entre el alelo N y el
alelo M, un total de 100 copias cada uno. Por otro lado, Si el feto es del genotipo NN, habra 20 alelos N derivados del
feto en este volumen de plasma. Por tanto, habra un total de 110 alelos N por 90 alelos M.

En otras palabras, habra un desequilibrio alélico entre N y M, con N estando sobrerrepresentado. En la situacion
inversa, si el feto es del genotipo MM, a continuacién, habra 20 alelos M derivados del feto en este volumen de plasma.
Por tanto, habra un 110 alelos M por 90 alelos N. En otras palabras, habra un desequilibrio alélico entre N y M, con M
estando sobrerrepresentado. El grado tedrico de desequilibrio alélico cuando la concentracion fraccionaria de ADN
fetal es de un 10 % seria de 110:90, que es diferente a la proporcion 3:1 cuando hay un 50 % de ADN fetal como se
muestra en el ejemplo anterior. Por tanto, los limites de interpretacion, tal como para el andlisis de SPRT, adecuados
para la concentracion de ADN fetal fraccionaria deberian utilizarse para la clasificacion de casos.

Por tanto, se extraera el ADN plasmatico. La cantidad de ADN materno y fetal en la muestra de plasma se cuantificara,
por ejemplo, mediante los ensayos de PCR en tiempo real previamente establecidos (Lo, et al. 1998 Am J Hum Genet
62, 768-775) u otros tipos de cuantificadores bien conocidos por los expertos en la materia, por ejemplo, marcadores
SNP (Dhallan R et al. 2007 Lancet, 369, 474-481) y marcadores epigenéticos fetales (Chan KCA et al. 2006 Clin Chem,
52, 2211-2218). Se calculara el porcentaje de ADN fetal. A continuacion, la muestra de ADN plasmatica cuantificada
se prepara (por ejemplo, diluida o concentrada) de manera que durante el anadlisis de PCR digital, cada pocillo de
reaccion contendra un promedio de una molécula molde (puede ser el alelo N o M). El analisis de PCR digital se llevara
a cabo utilizando un par de cebadores, mas dos sondas TagMan, una especifica para el alelo N, si bien la otra es
especifica para el alelo M. Se contara el numero de pocillos que son positivos solo para M y el niumero de pocillos que
son positivos solo para N. La proporcion de estos pocillos se utilizara para determinar si hay evidencia de desequilibrio
alélico. La evidencia estadistica del desequilibrio alélico puede buscarse mediante métodos bien conocidos por los
expertos en la materia, tales como el uso de SPRT. En una variante de este analisis, también es posible contar el
numero de pocillos que son positivos para M solamente o para M y N; asi como contar el numero de pocillos que son
positivos solo para N o para M y N; y derivar una proporcion de estos recuentos. Una vez mas, la evidencia estadistica
del desequilibrio alélico puede buscarse mediante métodos bien conocidos por los expertos en la materia, tales como
el uso de SPRT.

La determinacién de la dosis de la mutacién genética fetal, denominada dosis de mutante relativo (RMD; del inglés,
relative mutant dosage) digital, se validé utilizando mezclas de ADN femenino/masculino (XX/XY). EI ADN de células
sanguineas de un hombre y una mujer se mezcl6 cada uno con ADN masculino, produciendo muestras con genotipos
XX o XY en un fondo de XY a concentraciones fraccionarias de un 25 % y un 50 %, respectivamente, como se muestra
en la Fig. 24A.

Ademas, también se obtuvieron muestras de células sanguineas de 12 hombres y 12 mujeres. EI ADN de células
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sanguineas femeninas (genotipo XX) se mezclé cada uno con un exceso de 3 veces el ADN de células sanguineas
masculinas (genotipo XY), por tanto, produciendo 12 mezclas de ADN con un 25 % de ADN con el genotipo XX en un
fondo de un 75 % de ADN con genotipo XY, con los resultados mostrados en la Fig. 24B.

Un objetivo del andlisis SPRT fue determinar el genotipo menor presente en el ADN de fondo. En mezclas de ADN
con un 25 % de ADN XX en un fondo de un 75 % de ADN XY, el alelo menor seria el Y derivado del 75 % de ADN.
Dado que el 25 % del ADN en la muestra era de genotipo XX, si hubiera un total de 200 moléculas de ADN en la
muestra, a continuacion, 150 moléculas se habrian originado a partir del individuo XY. Por tanto, se esperaria que el
numero de alelos Y fuera 75. El nimero de alelos X aportados por la proporcién masculina de ADN (genotipo XY)
también es 75. El nimero de alelos X aportados por la hembra (genotipo XX) es 50 (2 veces 25). Por tanto, la
proporcion de X respecto a Y es 125/75 = (1 +25 %)/(1-25 %) = 5/3.

Para la segunda parte de este estudio, se obtuvieron muestras de células sanguineas de sujetos masculinos y
femeninos que portaban mutaciones HbE (G — A) y CD41/42 (CTTT/-) en el gen beta-globina, es decir, el gen
hemoglobina beta (HBB). Para imitar las muestras de plasma materno obtenidas de madres heterocigéticas (MN,
donde M = mutante y N = tipo salvaje) que portan fetos masculinos con todos los genotipos posibles (MM, MN o NN),
el ADN de células sanguineas de hombres que eran homocigéticos para los alelos de tipo silvestre (NN) o
heterocigotico (MN) para una de las dos mutaciones, se mezcldé cada uno con una muestra de ADN de células
sanguineas obtenida de hembras heterocigéticas para la misma mutacion (MN). Por tanto, se produjeron mezclas de
ADN a diversas concentraciones fraccionarias de ADN masculino/mutante. También se utilizé una muestra de ADN
de células sanguineas de un homocigético femenino para la delecién CD41/42 (MM) para preparar las mezclas de
ADN. Para asegurar una proporcion masculina exacta para la clasificacion de SPRT, la concentracion fraccionaria de
ADN masculino de cada mezcla de ADN se determiné utilizando el ensayo ZFY/X.

El ensayo ZFY/X digital se utilizé para validar el SPRT, asi como para determinar la concentracién fraccionaria de
ADN masculino en las mezclas de ADN. La dosis de secuencias de proteinas de Zinc Finger en el cromosoma X (ZFX)
y Y (ZFY) se determiné mediante analisis de PCR digital. Un amplicén de 87 pb de los loci ZFX'y ZFY se coamplificd
primero mediante el cebador directo 5-CAAGTGCTGGACTCAGATGTAACTG-3' y el cebador inverso 5'-
TGAAGTAATGTCAGAAGCTAAAACATCA-3'. Se disefiaron dos sondas TagMan especificas de cromosomas para
distinguir los paralogos del cromosoma X e Y y sus secuencias fueron 5’-(VIC)TCTTTAGCACATTGCA(MGBNFQ)-3’
y 5-(FAM)TCTTTACCACACTGCAC(MGBNFQ)-3', respectivamente.

La dosis de mutante en las mezclas de ADN se determiné mediante analisis de PCR digital del alelo normal respecto
al alelo mutante. Para la mutacién HbE, un amplicén de 87 pb de los alelos normal y mutante se coamplificé primero
con el cebador directo 5-GGGCAAGGTGAACGTGGAT -3 'y el cebador inverso 5-
CTATTGGTCTCCTTAAACCTGTCTTGTAA -3'. Se disefiaron dos sondas TagMan especificas de alelo para distinguir
entre los alelos normal (G) y mutante (A) y sus secuencias fueron 5 '- (VIC)TTGGTGGTGAGGCC(MGBNFQ)-3'y 5'-
(FAM)TTGGTGGTAAGGCC (MGBNFQ)-3', respectivamente. Los resultados de la mutacion de HbE se muestran en
la Fig. 25.

Para la mutacién por delecion CD41/42, un amplicén de 87 y 83 pb de los alelos normal y mutante se coamplifico
primero con el cebador directo 5-TTTTCCCACCCTTAGGCTGC-3' y el cebador inverso 5-
ACAGCATCAGGAGTGGACAGATC-3, respectivamente. Se disefiaron dos sondas TagMan especificas de alelo para
distinguir entre los alelos normal (sin delecién) y mutante (con delecion) y sus secuencias fueron 5 '-(VIC)
CAGAGGTTCTTTGAGTCCT(MGBNFQ)-3' y 5'-(FAM) AGAGGTTGAGTCCTT(MGBNFQ)-3’, respectivamente. Los
resultados de la mutacion de HbE se muestran en las Figs. 26A y 26B.

Estos experimentos se llevaron a cabo en un sistema BioMark™ (Fluidigm) utilizando las matrices digitales 12.765
(Fluidigm). La reaccion para un panel se establecio utilizando 2X TagMan Universal PCR Master Mix en un volumen
de reaccion de 10 ml. Para los ensayos CD41/42 y ZFY/X, cada reaccién contenia un 1X TagMan Universal PCR
Master Mix, 900 nM de cada cebador, 125 nM de cada sonda y 3,5 ml de mezcla de ADN a 1 ng/ml. Para el ensayo
de HbE, se agregaron 250 nM y 125 nM de sondas dirigidas a los alelos normal (G) y mutante (A), respectivamente.
La mezcla de muestra/ensayo se cargo en la matriz digital mediante un Controlador IFC de NanoFlex ™ (Fluidigm).
La reaccion se llevo a cabo en el sistema BioMark™ para la deteccion de sefales. La reaccion se inicié a 50 °C durante
2 min, seguido de 95 °C durante 10 min y 50 ciclos de 95 °C durante 15 seg y 57 °C (para ZFY/X'y CD41/42) 0 56 °C
(para HbE) durante 1 min. Se utilizé al menos un panel de reaccion para cada caso y los datos se afadieron de paneles
adicionales para las muestras que permanecieron sin clasificar hasta que se pudo tomar una decision.

También sera obvio para los expertos en la materia que la PCR digital se puede realizar utilizando métodos bien
conocidos por los expertos en la materia, por ejemplo, chips de microfluidos, sistemas de microplacas de PCR de
nanolitros, PCR en emulsion, PCR de polonia, amplificacién de circulo rodante, extension del cebador y espectrometria
de masas.

En conclusion, los presentes inventores perfilan un enfoque para detectar el desequilibrio de secuencias en una

muestra. En un ejemplo, este enfoque puede utilizarse para la deteccion no invasiva de aneuploidia cromosémica
fetal, tal como la trisomia 21, mediante analisis de acidos nucleicos fetales en plasma materno. Este enfoque también
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se puede aplicar a otros materiales biolégicos que contienen acidos nucleicos fetales, incluyendo liquido amnidtico,
muestras de vellosidades coridnicas, orina materna, muestras endocervicales, saliva materna, etc. Primero, los
presentes investigadores demostraron la utilizacion de este enfoque para determinar el desequilibrio alélico de un SNP
en ARNm de PLAC4, un transcrito expresado por la placenta en el cromosoma 21, en el plasma materno de mujeres
portadoras de fetos con trisomia 21. Segundo, los presentes investigadores demostraron que este enfoque se puede
utilizar como un método no basado en polimorfismo, a través del analisis de dosis cromosémica relativa (RCD), para
la deteccién prenatal no invasiva de trisomia 21. Tal enfoque basado en RCD digital implica la evaluacién directa de
si el nUmero total de copias del cromosoma 21 en una muestra que contiene ADN fetal esta sobrerrepresentado con
respecto a un cromosoma de referencia. Incluso sin una instrumentacion elaborada, el RCD digital permite la deteccion
de trisomia 21 en muestras que contienen un 25 % de ADN fetal. Aplicamos la prueba de prueba de la proporcion de
probabilidades secuencial (SPRT) para interpretar los datos de la PCR digital. Los analisis de simulacién por ordenador
confirmaron la elevada exactitud del algoritmo de clasificacion de enfermedades.

Los presentes inventores perfilaron adicionalmente que el enfoque se puede aplicar a la determinacion de otras formas
de desequilibrios de secuencias de acido nucleico mas alla de la aneuploidia cromosémica, tal como la deteccién de
mutaciones fetales o la deteccion de polimorfismos en el plasma materno.

Cualquiera de los componentes de software o funciones descritos en esta aplicacion, se puede implementar como
cadigo de software para ejecutarse por un procesador utilizando cualquier lenguaje de ordenador adecuado tal como,
por ejemplo, Java, C++ o Perl utilizando, por ejemplo, técnicas convencionales u orientadas por objetivos. El cédigo
de software puede almacenarse como una serie de instrucciones o comandos en un medio legible por ordenador para
almacenamiento y/o transmisién, los medios adecuados incluyen la memoria de acceso aleatorio (RAM), una memoria
de solo lectura (ROM), un medio magnético como un disco duro o disquete o un medio dptico tal como un disco
compacto (CD) o un DVD (disco digital versatil), memoria flash y similares. El medio legible por ordenador puede ser
cualquier combinacién de tales dispositivos de almacenamiento o transmision.

Tales programas también pueden codificarse y transmitirse utilizando sefales portadoras adaptadas para la
transmisiéon a través de redes cableadas, dpticas y/o inaldambricas que se ajusten a una variedad de protocolos,
incluyendo Internet. Como tal, se puede crear un medio legible por ordenador segun una realizacion de la presente
invencion utilizando una sefal de datos codificada con tales programas. Los medios legibles por ordenador codificados
con el coédigo del programa pueden empaquetarse con un dispositivo compatible o proporcionarse por separado de
otros dispositivos (por ejemplo, a través de descarga de Internet). Cualquier medio legible por ordenador puede residir
en o dentro de un solo producto de programa de ordenador (por ejemplo, un disco duro o un sistema informatico
completo) y puede estar presente en o dentro de diferentes productos de programa de ordenador dentro de un sistema
o red. Un sistema informatico puede incluir un monitor, una impresora u otra pantalla adecuada para proporcionar a
un usuario cualquiera de los resultados mencionados en el presente documento.

Un ejemplo de un sistema informatico se muestra en la Figura 27. Los subsistemas mostrados en la Fig. 27 estan
interconectados a través de un bus de sistema 2775. Se muestran subsistemas adicionales tales como una impresora
2774, teclado 2778, disco fijo 2779, monitor 2776, que esta acoplado al adaptador de pantalla 2782 y otros. Los
dispositivos periféricos y de entrada/salida (E/S), que se acoplan al controlador de 1/0 2771, se pueden conectar al
sistema informatico mediante cualquier niumero de medios conocidos en la técnica, tal como el puerto serie 2777. Por
ejemplo, el puerto serie 2777 o la interfaz externa 2781 se pueden utilizar para conectar el aparato informatico a una
red de area amplia, tal como Internet, un dispositivo de entrada de ratén o un escaner. La interconexién a través del
bus del sistema permite que el procesador central 2773 se comunique con cada subsistema y controle la ejecucion de
instrucciones desde la memoria del sistema 2772 o el disco fijo 2779, asi como el intercambio de informacion entre
subsistemas. La memoria del sistema 2772 y/o el disco fijo 2779 pueden incorporar un medio legible por ordenador.

La descripcion anterior de las realizaciones ejemplares de la invencion se ha presentado con fines ilustrativos y
descriptivos. No pretenden ser exhaustivos ni limitar la invencion a la forma precisa descrita y son posibles muchas
modificaciones y variaciones a la luz de las ensefianzas anteriores. Las realizaciones se han elegido y descrito para
explicar los principios de la invencién y sus aplicaciones practicas para permitir a otros expertos en la materia utilizar
la invencion en diversas realizaciones y con diversas modificaciones adecuadas para el uso particular contemplado.
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REIVINDICACIONES

1. Un método implementado en un ordenador para determinar un genotipo de un feto de una mujer gestante en un
primer locus, teniendo el feto una madre que es la mujer gestante, en donde la madre es heterocigética en el primer
locus para un primer alelo y un segundo alelo que es diferente del primer alelo, comprendiendo el método:

recibir datos a partir de una pluralidad de reacciones que implican moléculas de ADN libre de células de una
muestra bioldgica de la madre, en donde la muestra biolégica es plasma o suero materno y que incluye moléculas
de ADN libre de células del sujeto femenino y del feto, en donde cada reaccién indica una presencia o ausencia
del primer alelo y del segundo alelo y en donde los datos incluyen:

(1) un primer conjunto de datos cuantitativos que indican una primera cantidad de reacciones que son positivas
para la presencia del primer alelo del sujeto femenino y del feto en la pluralidad de reacciones; y

(2) un segundo conjunto de datos cuantitativos que indican una segunda cantidad de reacciones que son
positivas para la presencia del segundo alelo del sujeto femenino y del feto en la pluralidad de reacciones;

determinar un parametro a partir de los dos conjuntos de datos, en donde el parametro incluye una proporcion
entre la primera cantidad y la segunda cantidad;

comparar el parametro con uno o mas valores limite para determinar el genotipo del feto,

en donde se determina que el feto tiene solo el primer alelo en el primer locus cuando la primera cantidad es mayor
que la segunda cantidad en un grado especificado por uno de dichos uno o mas valores limite,

en donde se determina que el feto tiene solo el segundo alelo en el primer locus cuando la segunda cantidad es
mayor que la primera cantidad en un grado especificado por uno de dichos uno o mas valores limite y

en donde se determina que el feto es heterocigético para el primer alelo y el segundo alelo cuando la primera
cantidad y la segunda cantidad son estadisticamente iguales como se especifica por dichos uno o mas valores
limite.

2. El método de la reivindicacion 1, en donde el primer y segundo alelos son alelos de un polimorfismo de un solo
nucleétido.

3. El método de la reivindicacion 1, en donde el primer alelo es un alelo mutante.

4. El método de la reivindicacion 3, en donde el alelo mutante provoca fibrosis quistica, beta-talasemia, alfa-talasemia,
anemia de células falciformes, atrofia muscular espinal o hiperplasia suprarrenal congénita.

5. El método de la reivindicacion 3, en donde el primer alelo incluye una delecién o una amplificacion.

6. El método de la reivindicacion 1, que comprende adicionalmente:
determinar dichos uno o mas valores limite basados en una concentraciéon de ADN fetal fraccionaria en la muestra
biologica.

7. El método de la reivindicacion 1, en donde una reaccion es una reaccion de secuenciaciéon o una reaccion de
amplificacion.

8. El método de la reivindicacion 7, en donde la pluralidad de reacciones son reacciones en cadena de la polimerasa,
en donde la pluralidad de reacciones contiene un promedio de un primer alelo por reaccion o en donde la pluralidad
de reacciones contiene un promedio de un segundo alelo por reaccion y

en donde la primera cantidad son varias reacciones que indican una presencia del primer alelo y en donde la segunda
cantidad son varias reacciones que indican una presencia del segundo alelo.

9. El método de la reivindicacion 1, que comprende adicionalmente:
determinar que la madre es heterocigética en el primer locus para el primer alelo y el segundo alelo.

10. Un producto de programa informatico que comprende un medio legible por ordenador codificado con una pluralidad
de instrucciones que, cuando se ejecutan en un sistema informatico, provocan que el sistema informatico realice una
operacion para determinar un genotipo de un feto de una mujer gestante en un primer locus de acuerdo con el método
de cualquiera de las reivindicaciones 2 a 8, teniendo el feto una madre que es la mujer gestante, en donde la madre
es heterocigética en el primer locus para un primer alelo y un segundo alelo que es diferente del primer alelo.
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n.° de pocillos positivos —
n.° para alelos individuales Analisis de SPRT

muestra genotipo de  “s55 solo tod b y
GA  lodos a ~ Region P,
pocillos A G negativos  Mr P, inclastficable Clasificacion®

V943 AG 765 168 209 117 271 0,47 0,554 0,609 - 0,621 euploide
N435 AGG 765 92 281 106 287 0,30 0,753 0,597 - 0,610 T21
T21-5  AAG 765 267 126 141 231 0,43 0,679 0,607 - 0,618 T21

an.° de moléculas de referencia por pocillo
b |os valores de P, se calcularon mediante la ecuacién:
Nn.° de pocillos positivos para el alelo sobrerrepresentado

n.° de pocillos positivos solo para A + n.° de pocillos positivos solo para G

C "Euploide" se asigné cuando la Pr estuvo por debajo de la region inclasificable; "T21"
se asigno cuando la Pr estuvo por encima de la region inclasificable. T21, trisomia 21

FIG. 15A

n.° de pocillos positivos para alelos individuales
solo A solo G GA todos negativos

n°panel n.°de pocillos

S1 765 14 15 0 736
S2 765 7 10 0 748
S3 765 13 9 1 744
S4 765 7 8 0 750
S5 765 12 8 0 745
S6 765 8 14 0 743
S7 765 13 9 0 743
S8 765 9 8 0 748
S9 765 14 15 0 736
S10 765 9 12 0 744
S11 765 8 17 0 740
S12 765 11 9 0 745
FIG. 15B

n.° de pocillos positivos

para alelos individuales Analisis de SPRT

geno- . —

muestra fipo paneles pr(l).ciﬁgs sg{o S(();Io GA i etgg’fi)\?os P, incggﬁ‘ilggble Clasificacion
M2879P AG 5 3825 82 103 5 3635 0,557 0,570-0,602 Euploide
M2875P AG 3 2295 35 40 0 2220 0,533 0,546-0,625 Euploide
M3078P AG 3 2295 33 33 1 2228 0,500 0,541-0,631 Euploide
M2976P AG 12 9180 56 46 0 9078 0,549 0,556-0,615 Euploide
M2831P AAG 2 1530 42 13 0 1475 0,764 0,531-0,640 T21

an.° de paneles necesarios
para la clasificacion

FIG. 15C
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N.° total corregido por Poisson

Cromosoma 21  Cr de referencia P Clasificacién
Euploide Caso 1 Ensayo 1 37 33 0,52345751 Sin clase
Ensayo 2 31 42 0,42506276 Sin clase
Ensayo 3 29 37 0,44198785 Sin clase
Ensayo 4 39 26 0,6008691 Sin clase
Placa 1 subtotal 136 138 0,495821 Sin clase
Ensayo 1 32 25 0,56605316 Sin clase
Ensayo 2 27 24 0,53165424 Sin clase
Ensayo 3 10 17 0,3681535 Sin clase
Ensayo 4 24 18 0,5626764 Sin clase
Placa 2 subtotal 93 84 0,52474 Sin clase
Total 229 223 0,507182 Euploide
Caso 2 Ensayo 1 45 35 0,56321585 Sin clase
Ensayo 2 31 45 0,41245525 Sin clase
Ensayo 3 32 22 0,59954763 Sin clase
Ensayo 4 38 35 0,5228175 Sin clase
Placa 1 subtotal 146 135 0,519153 Sin clase
Ensayo 1 28 23 0,55272135 Sin clase
Ensayo 2 23 22 0,51196923 Sin clase
Ensayo 3 23 15 0,59688187 Sin clase
Ensayo 4 29 26 0,5293349 Sin clase
Placa 2 subtotal 102 85 0,545204 Sin clase
Placa 1+2 subtotal 248 221 0,529583 Sin clase
Ensayo 1 17 25 0,4122149 Sin clase
Ensayo 2 25 16 0,6027299 Sin clase
Ensayo 3 13 26 0,3382802 Sin clase
Ensayo 4 27 24 0,5316872 Sin clase
Placa 3 subtotal 82 91 0,475775 Sin clase
Placa 1-3 subtotal 331 311 0,515069 Sin clase
Ensayo 1 15 9 0,6269193 Sin clase
Ensayo 2 14 15 0,4824155 Sin clase
Ensayo 3 18 17 0,5146313 Sin clase
Ensayo 4 21 18 0,5270080 Sin clase
Placa 4 subtotal 69 60 0,532264 Sin clase
Placa 1-4 subtotal 399 372 0,517942 Sin clase

FIG. 22A
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Ensayo 1 10 13 0,4337957 Sin clase
Ensayo 2 11 14 0,4390082 Sin clase
Ensayo 3 7 16 0,3018022 Sin clase
Ensayo 4 19 10 0,6579085 Sin clase
Placa 5 subtotal 48 54 0,469951 Sin clase
Total 447 426 0,5123444 Euploide
T21
Caso 3 Ensayo 1 50 33 0,60012253 Sin clase
Ensayo 2 56 47 0,54458055 Sin clase
Ensayo 3 46 28 0,6196626 Sin clase
Ensayo 4 56 36 0,6108731 Sin clase
Total 208 144 0,59079 T21
Caso 4 Ensayo 1 56 36 0,61085513 Sin clase
Ensayo 2 38 32 0,53906912 Sin clase
Ensayo 3 40 24 0,62788068 Sin clase
Ensayo 4 47 27 0,634511 Sin clase
Total 180 119 0,603476 T21
FIG. 22B
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Padre Madre

H H
N NM NI NM
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J

Genotipos fetales posibles

NHM MM

N = alelo normal
M = alelo mutante

FIG. 23
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N°de Genotipo Genotipo % Fetal TODOS A G %Fetal Alelo
Casos paneles matern':::-a fetal;le esperado * © POS NETO NETO real’ Ref SPRT’

1 AG GG 15% 264318 116 148 202 96 A 042 GG
2 1 AG GG 15% 208276 81 127 195 14,3 A 032 GG
3 1 AG AG 15% 248251 87 161 164 154 A 039 AG
4 1 AG GG 15% 158240 51 107 189 13,7 A 023 GG
5 1 AG AG 15% 226245 70 156 175 16,8 A 0,35 AG
6 1 AG AG 15% 319319 130 189 189 18,1 A 054 AG
7 1 AG AG 15% 254279 94 160 185 19,8 A 040 AG
8 1 AG GG 15% 296363 144 152 219 15,7 A 049 GG
9 1 AG AG 15% 279285 100 179 185 13,0 A 045 AG
10 1 AG AA 15% 337278 120 217 158 NAC G 045 AA
1 1 AG GG 20% 248295 9% 152 199 13,0 A 039 GG
2 1 AG GG 20% 191280 79 112 210 19,5 A 029 GG
3 1 AG AG 20% 248218 75 173 143 18,2 G 034 U

4 1 AG GG 20% 158257 59 99 198 25,9 A 023 GG
5 1 AG AG 20% 231215 71 160 144 20,3 G 0,33 AG
6 1 AG AG 20% 281283 98 183 185 26,3 A 046 AG
7 1 AG AG 20% 256231 88 168 143 22,7 G 03 AG
8 1 AG GG 20% 246311 104 142 207 23,0 A 039 GG
9 1 AG AG 20% 267249 83 184 166 21,9 G 039 AG
10 1 AG AA 20% 303203 77 226 126 NAC G 031 AA
1 1 AG GG 25% 244304 99 145 205 15,7 A 038 GG
2 1 AG GG 25% 209314 88 121 226 249 A 032 GG
3 1 AG AG 25% 204212 55 149 157 28,0 A 031 AG
4 1 AG GG 25% 185290 76 109 214 259 A 028 GG
5 1 AG AG 25% 233243 77 156 166 24.5 A 036 AG
6 1 AG AG 25% 292305 110 182 195 27,3 A 048 AG
7 1 AG AG 25% 261275 95 166 180 22,5 A 042 AG
8 1 AG GG 25% 236327 96 140 231 26,7 A 037 GG
9 1 AG AG 25% 271280 104 167 176 25,2 A 044 AG
10 1 AG AA 25% 243154 46 197 108 NAC G 022 AA
1 1 AG GG 50% 136293 57 79 236 33,6 A 020 GG
2 1 AG GG 50% 163358 78 85 280 458 A 024 GG
3 1 AG AG 50% 200208 53 147 155 55,7 A 0,30 AG
4 1 AG GG 50% 13735 66 71 290 53,0 A 0,18 GG
5 1 AG AG 50% 247246 91 156 155 51,7 G 039 AG
6 1 AG AG 50% 218245 68 150 177 538 A 034 AG
7 1 AG AG 50% 255282 103 152 179 51,3 A 041 AG
8 1 AG GG 50% 158398 83 75 315 57,6 A 023 GG
9 1 AG AG 50% 235225 74 161 151 55,7 G 035 AG
10 1 AG AA 50% 37106 35 282 T NA® G 0,15 AA

a A = Alelo mutado, G = Alelo silvestre.

b El % de ADN fetal real se determina mediante el ensayo ZFY/X digital.

¢ El feto es femenino y el ensayo ZFY/X no se puede aplicar.

d | a SPRT se realizd con el % fetal determinado mediante el ensayo ZFY/X excepto en el caso 10; U, sin clasificar.

FIG. 25
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