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Перекрестные ссылки на родственные заявки 

Настоящая заявка испрашивает приоритет по предварительной заявке на патент США № 61/770985, 

озаглавленной "Анализ транскриптома материнской плазмы с применением массивного параллельного 

секвенирования РНК" и поданной 28 февраля 2013 г., которая включена в настоящий документ посредст-

вом ссылки для любых целей. 

Область техники 

Сообщалось о существовании внеклеточных молекул РНК, специфических для беременности, в ма-

теринской плазме. Они обеспечили неинвазивный инструмент тестирования для оценки состояния плода 

и мониторинга беременности с использованием просто образца периферической крови матери. К на-

стоящему времени разработан ряд перспективных вариантов пренатальной диагностики с применением 

РНК материнской плазмы. Исследователи активно искали дополнительные РНК-маркеры для расшире-

ния возможностей применения в различных контекстах нарушений у плода и патологий беременности. 

Теоретически самым прямым способом идентификации РНК-маркеров является прямое профили-

рование внеклеточных молекул РНК в материнской плазме. Однако указанный способ не прост, по-

скольку стандартные технологии высокопроизводительного скрининга, такие как микроматричный ана-

лиз и серийный анализ экспрессии генов (SAGE), обладают ограниченной способностью детектировать 

являющиеся обычно низкими концентрации частично разрушенных внеклеточных РНК в материнской 

плазме. Поэтому большинство описанных стратегий скрининга на РНК-маркеры работают непрямо, за 

счет сравнения профилей экспрессии плаценты и клеток материнской крови. Только транскрипты, уров-

ни экспрессии которых значительно выше в плаценте, чем в клетках материнской крови, в последующем 

исследуются в образцах материнской плазмы с применением высокочувствительных, но низкопроизво-

дительных технологий, таких как ПЦР в реальном времени с обратной транскриптазой (ОТ-ПЦР). Число 

РНК-маркеров плазмы, идентифицируемых указанным непрямым способом, до сих пор относительно 

ограничено. Это, возможно, обусловлено тем, что в основанной на тканях стратегии получения данных 

полностью не учитывались все биологические факторы, оказывающие влияние на уровни плацентарной 

РНК в материнской плазме. Кроме того, транскрипты, которые экспрессируются и высвобождаются не-

плацентарными тканями в ответ на беременность, не могут быть идентифицированы указанным спосо-

бом. Таким образом, было бы очень желательным получит чувствительную и высокопроизводительную 

методику, позволяющую осуществлять прямое профилирование транскриптома материнской плазмы. 

Аналогичным образом прямое профилирование РНК плазмы может находить применение в других 

условиях, где присутствует смесь молекул РНК от двух индивидуумов, например, при трансплантации 

органов. Кровоток реципиента трансплантации содержит молекулы нуклеиновых кислот как донора, так 

и указанного реципиента. Изменение относительного профиля молекул РНК, происходящих от донора 

или от реципиента, может позволять обнаружение патологий в трансплантированном органе или у реци-

пиента, например отторжение трансплантата. 

Краткое описание изобретения 

Предложены способы, системы и устройства для диагностики связанных с беременностью наруше-

ний, определения отношений аллелей, определения материнского или плодного вклада в циркулирующие 

транскрипты и/или идентификации материнских или плодных маркеров с применением образца получен-

ного от субъекта - беременной женщины. Согласно некоторым вариантам реализации указанный образец 

представлен плазмой крови, содержащей смесь молекул РНК, происходящих от матери и от плода. 

Молекулы РНК исследуют (например, секвенируют) и получают совокупность ридов, и идентифи-

цируют положения указанных ридов в референсной последовательности (например, путем выравнивания 

последовательностей). Идентифицируют информативные локусы, гомозиготные по первому аллелю у 

матери или у плода, и гетерозиготные по первому аллелю и второму аллелю у другого объекта, выбран-

ного из указанных матери и плода. Затем отбирают информативные локусы и дополнительно анализи-

руют риды, расположенные в отобранных информативных локусах (например, выравниваемые по ним). 

Согласно некоторым вариантам реализации отношение ридов, соответствующих первым аллелям и вто-

рым аллелям, вычисляют и сравнивают с пороговым значением для диагностирования связанного с бе-

ременностью расстройства. Согласно некоторым вариантам реализации части РНК в образце, происхо-

дящие от плода, определяют с применением ридов, расположенных в отобранных информативных мате-

ринских локусах. Согласно некоторым вариантам реализации отношение ридов, соответствующих пер-

вому аллелю и второму аллелю, вычисляют для индивидуального отобранного информативного локуса, 

и указанное отношение сравнивают с пороговым значением для определения указанного локуса как ма-

теринского или плодного маркера. 

Применение предложенных способов не ограничено пренатальной диагностикой; они могут приме-

няться для любого биологического образца, который содержит смесь молекул РНК, происходящих от 

двух индивидуумов. Например, может использоваться образец плазмы крови, полученный от реципиента 

трансплантированного органа. Транскрипты, экспрессируемые в трансплантированном органе, отражают 

генотип донора и присутствуют на детектируемых уровнях в крови реципиента. При считывании указан-

ных транскриптов могут быть идентифицированы информативные локусы в составе генов, экспресси-

руемых как донором, так и реципиентом, и могут быть измерены относительные уровни экспрессии ал-
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лелей от каждого индивидуума. Аномальные уровни экспрессии аллеля, происходящего только от доно-

ра или только от реципиента, могут использоваться для диагностирования связанных с трансплантацией 

расстройств. 

Биологические образцы, которые подходят для применения в предложенных способах, включают 

кровь, плазму, сыворотку, мочу, слюну и образцы ткани. Например, плодные нуклеиновые кислоты об-

наруживали в моче беременных женщин. Моча реципиентов трансплантации почек, как было показано, 

содержит бесклеточные нуклеиновые кислоты и клетки из трансплантированного органа. В разнообраз-

ных условиях наблюдался микрохимеризм. Микрохимеризм относится к присутствию источника клеток 

или нуклеиновых кислот другого индивидуума в организме, включая органы и ткани конкретного инди-

видуума. Микрохимеризм наблюдался в биоптатах тканей щитовидной железы, печени, селезенки, кожи, 

костного мозга и других тканей. Микрохимеризм может возникать в результате предыдущих беременно-

стей или переливания крови. 

Также предложено применение гена для диагностики связанного с беременностью расстройства у 

субъекта - беременной женщины. Уровень экспрессии указанного гена сравнивают с контрольным зна-

чением, определенным по одной или нескольким другим субъектам-женщинам, каждая из которых бере-

менна здоровым плодом. Связанные с беременностью нарушения согласно настоящему документу вклю-

чают преэклампсию, внутриутробную задержку роста, инвазивную плацентацию и преждевременные 

роды. Другие связанные с беременностью нарушения могут представлять собой состояния, обуславли-

вающие риск гибели плода, такие как гемолитическая болезнь новорожденных, плацентарная недоста-

точность, водянка плода, пороки развития плода. Также другие связанные с беременностью заболевания 

могут быть представлены состояниями, приводящими к осложнениям во время беременности, такими 

как синдром HELLP, системная красная волчанка и другие иммунологические заболевания матери. 

Таким образом, предложен способ диагностики связанного с беременностью нарушения с примене-

нием образца, полученного от беременной плодом женщины, где связанное с беременностью нарушение 

является нарушением, характеризующимся аномальным относительным уровнем экспрессии генов в 

ткани матери или плода и не характеризуется хромосомными аномалиями плода, причем указанный спо-

соб включает: 

получение совокупности ридов, при этом указанные риды получают в результате анализа молекул 

РНК, полученных из указанного образца, причем образец содержит смесь молекул РНК материнского и 

плодного происхождения; 

идентификацию с помощью компьютерной системы положений ридов в референсной последова-

тельности; 

идентификацию одного или большего количества информативных локусов, где локус считается ин-

формативным, когда он гомозиготен у первого субъекта по соответствующему первому аллелю и гетеро-

зиготен у второго субъекта по соответствующему первому аллелю и соответствующему второму аллелю, 

где первый субъект представляет собой беременную женщину или плод, и второй объект представляет 

собой плод или беременную женщину соответственно, и где информативный локус может быть иденти-

фицирован либо как специфичный для матери, либо как специфичный для плода; 

выбор среди указанных идентифицированных информативных локусов определенных информатив-

ных локусов в соответствии со следующими критериями: 

локусы расположены внутри экспрессируемой области референсной последовательности, 

в локусах расположено, по меньшей мере, первое заранее определенное число ридов, содержащих 

соответствующий первый аллель, где первое заранее определенное число ридов соответствует требуемо-

му качеству прочтения или глубине секвенирования, 

в локусах расположено, по меньшей мере, второе заранее определенное число ридов, содержащих 

соответствующий второй аллель, где второе заранее определенное число ридов соответствует требуемо-

му качеству прочтения или глубине секвенирования, 

для каждого из выбранных информативных локусов: 

определение первого числа ридов, расположенных в указанном выбранном информативном локусе 

и содержащих соответствующий первый аллель, 

определение второго числа ридов, расположенных в указанном выбранном информативном локусе 

и содержащих соответствующий второй аллель, 

вычисление первой суммы, представляющей собой сумму указанных первых чисел, и второй сум-

мы, представляющей собой сумму указанных вторых чисел; 

вычисление отношения, используя первую сумму и вторую сумму, 

сравнение указанного отношения с пороговым значением, определенным так, как раскрыто в опи-

сании, для определения того, имеется ли у плода, беременной женщины или при беременности связанное 

с беременностью нарушение, при этом указанное пороговое значение определяют по одному или боль-

шему количеству образцов, полученных от беременных женщин, не имеющих связанного с беременно-

стью нарушения. 

Согласно данному способу указанный образец беременной женщины может представлять собой об-

разец плазмы крови, второй субъект может представлять собой беременную женщину или плод. 
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Вычисление отношения первой суммы и второй суммы может включать деление второй суммы на 

сумму первой суммы и второй суммы. 

Анализ молекул РНК, полученных из образца, может включать секвенирование указанных молекул 

РНК или их кДНК-копий или проведение цифровой ПЦР. 

Идентификация положений ридов в референсной последовательности может включать выравнива-

ние указанных ридов с референсной последовательностью. 

Первое заранее определенное число ридов может составлять 1, и второе заранее определенное чис-

ло ридов может составлять 1. 

Способ может дополнительно включать секвенирование геномной ДНК, полученной из материн-

ской ткани, для определения генотипа беременной женщины в каждом информативном локусе. 

Также дополнительно он может включать секвенирование геномной ДНК, полученной из плаценты, 

ворсин хориона, амниотической жидкости или материнской плазмы, для определения генотипа плода в 

каждом информативном локусе. 

Наконец, способ может дополнительно включать оценку в образце части РНК материнского или 

плодного происхождения, где указанная часть представлена отношением, умноженным на общий уро-

вень экспрессии в выбранных информативных локусах относительно экспрессии вторых аллелей у вто-

рого субъекта. 

Также предложен способ определения в образце, полученном от беременной плодом женщины, ча-

сти РНК плодного происхождения, причем указанный способ включает: 

получение совокупности ридов, при этом указанные риды получают в результате анализа молекул 

РНК, полученных из указанного образца, причем образец содержит смесь молекул РНК материнского и 

плодного происхождения; 

идентификация с помощью компьютерной системы положений ридов в референсной последова-

тельности, где референсная последовательность представляет собой последовательность генома; 

идентификацию одного или большего количества информативных материнских локусов, где локус 

считается информативным, когда он гомозиготен у плода по соответствующему первому аллелю и гете-

розиготен у беременной женщины по соответствующему первому аллелю и соответствующему второму 

аллелю; 

выбор среди указанных идентифицированных информативных материнских локусов определенных 

информативных локусов в соответствии со следующими критериями: 

локусы расположены внутри экспрессируемой области референсной последовательности, 

в локусах расположено, по меньшей мере, первое заранее определенное число ридов, содержащих 

соответствующий первый аллель, где первое заранее определенное число ридов соответствует требуемо-

му качеству прочтения или глубине секвенирования, и 

в локусах расположено, по меньшей мере, второе заранее определенное число ридов, содержащих 

соответствующий второй аллель, где второе заранее определенное число ридов соответствует требуемо-

му качеству прочтения или глубине секвенирования, 

для каждого из выбранных информативных материнских локусов: 

определение первого числа ридов, расположенных в указанном выбранном информативном мате-

ринском локусе и содержащих соответствующий первый аллель, 

определение второго числа ридов, расположенных в указанном выбранном информативном мате-

ринском локусе и содержащих соответствующий второй аллель, 

вычисление суммы указанного первого числа и указанного второго числа, вычисление материнско-

го отношения как второго числа, разделенного на сумму, 

определение общей экспрессии в выбранном информативном материнском локусе относительно 

экспрессии соответствующего второго аллеля у беременной женщины, 

умножение материнского отношения на общую экспрессию в выбранном информативном материн-

ском локусе относительно экспрессии соответствующего второго аллеля у беременной женщины для 

получения материнского вклада, 

вычисление плодного вклада посредством вычитания материнского вклада из единицы, 

определение в образце части РНК, происходящей от плода, отличающееся тем, что указанная часть 

представляет собой среднее значение плодных вкладов для выбранных информативных материнских 

локусов. 

Причем указанное среднее значение может быть взвешенным по суммам для выбранных информа-

тивных материнских локусов, а указанная общая экспрессия в выбранном информативном материнском 

локусе относительно экспрессии соответствующего второго аллеля у беременной женщины может быть 

равна 2 для выбранного информативного материнского локуса. 

Указанный образец беременной женщины может представлять собой образец плазмы крови. 

Анализ молекул РНК, полученных из образца, может включать секвенирование указанных молекул 

РНК или их кДНК-копий или проведение цифровой ПЦР. 

Идентификация положений ридов в референсной последовательности согласно этому способу так-

же может включать выравнивание указанных ридов с референсной последовательностью. 
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Первое заранее определенное число ридов для одного или большего количества выбранных инфор-

мативных материнских локусов может составлять 1, и второе заранее определенное число ридов для од-

ного или большего количества выбранных информативных материнских локусов может составлять 1. 

Дополнительно данный способ также может включать секвенирование геномной ДНК, полученной 

из материнской ткани, для определения генотипа беременной женщины в каждом из информативных 

материнских локусов или секвенирование геномной ДНК, полученной из плаценты, ворсин хориона, ам-

ниотической жидкости или материнской плазмы, для определения генотипа плода в каждом из информа-

тивных материнских локусов. 

Кроме того, способ может дополнительно включать 

идентификацию одного или большего количества информативных локусов плода, каждый из кото-

рых гомозиготен у беременной женщины по соответствующему первому аллелю и гетерозиготен у плода 

по соответствующему первому аллелю и соответствующему второму аллелю; 

выбор одного или большего количества информативных локусов плода для идентификации одного 

или большего количества выбранных информативных локусов плода: 

которые расположены внутри экспрессируемой области референсной последовательности, 

в которых расположено, по меньшей мере, первое заранее определенное число ридов из совокупно-

сти ридов, содержащих соответствующий первый аллель, и 

в которых расположено, по меньшей мере, второе заранее определенное число ридов из совокупно-

сти ридов, содержащих соответствующий второй аллель, 

для каждого из выбранных информативных локусов плода: 

определение первого числа ридов, расположенных в указанном выбранном информативном локусе 

плода и содержащих соответствующий первый аллель, 

определение второго числа ридов, расположенных в указанном выбранном информативном локусе 

плода и содержащих соответствующий второй аллель, 

вычисление суммы указанного первого числа и указанного второго числа, вычисление отношения 

для плода как второго числа, разделенного на сумму, 

определение общей экспрессии в выбранном информативном локусе плода относительно экспрес-

сии соответствующего второго аллеля у плода; 

умножение плодного отношения на общую экспрессию в выбранном информативном локусе плода 

относительно экспрессии соответствующего второго аллеля у плода для получения плодного вклада, 

определение в образце части РНК, происходящей от плода, отличающееся тем, что указанная часть 

представляет собой среднее значение плодного вклада для выбранных информативных материнских ло-

кусов и выбранных информативных локусов плода. 

В этом случае указанное среднее значение также может быть взвешенным по суммам для выбран-

ных информативных материнских локусов и выбранных информативных локусов плода. 

В данном способе можно предположить, что указанная общая экспрессия в выбранном информа-

тивном локусе плода относительно экспрессии соответствующего второго аллеля у плода равна 2 для 

выбранного информативного локуса плода. 

Первое заранее определенное число ридов для одного или большего количества выбранных инфор-

мативных локусов плода может составлять 1 и второе заранее определенное число ридов для одного или 

большего количества выбранных информативных локусов плода может составлять 1 в данном способе. 

Кроме того, этот способ может дополнительно включать секвенирование геномной ДНК, получен-

ной из материнской ткани, для определения генотипа указанной беременной женщины в каждом инфор-

мативном локусе плода или секвенирование геномной ДНК, полученной из плаценты, ворсин хориона, 

амниотической жидкости или материнской плазмы для определения генотипа плода в каждом информа-

тивном локусе плода, либо диагностирование связанного с беременностью нарушения путем сравнения 

части РНК в образце, происходящей от плода, с пороговым значением. 

Другим предложенным способом является способ определения того, является ли геномный локус 

материнским или плодным маркером связанного с беременностью нарушения, путем анализа образца, 

полученного от беременной плодом женщины, где связанное с беременностью нарушение является на-

рушением, характеризующимся аномальным относительным уровнем экспрессии генов в ткани матери 

или плода и не характеризуются хромосомными аномалиями плода, причем указанный способ включает: 

получение совокупности ридов, при этом указанные риды получают в результате анализа молекул 

РНК, полученных из указанного образца, причем образец содержит смесь молекул РНК, материнского и 

плодного происхождения; 

идентификацию с помощью компьютерной системы положений ридов в референсной последова-

тельности; 

идентификацию одного или большего количества информативных локусов, где локус считается ин-

формативным, когда он гомозиготен у первого субъекта по соответствующему первому аллелю и гетеро-

зиготен у второго субъекта по соответствующему первому аллелю и соответствующему второму аллелю, 

при этом первый субъект представляет собой беременную женщину или плод и второй субъект пред-

ставляет собой плод или беременную женщину, и соответственно где информативный локус может быть 
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идентифицирован как специфичный для матери или как специфичный для плода; 

выбор среди указанных идентифицированных информативных локусов определенных информатив-

ных локусов в соответствии со следующими критериями: 

локусы расположены внутри экспрессируемой области референсной последовательности, 

в локусах расположено, по меньшей мере, первое заранее определенное число ридов, содержащих 

соответствующий первый аллель, где первое заранее определенное число ридов соответствует требуемо-

му качеству прочтения или глубине секвенирования, и 

в локусах расположено, по меньшей мере, второе заранее определенное число ридов, содержащих 

соответствующий второй аллель, где второе заранее определенное число ридов соответствует требуемо-

му качеству прочтения или глубине секвенирования, 

для каждого из выбранных информативных локусов: 

определение первого числа ридов, расположенных в указанном выбранном информативном локусе 

и содержащих соответствующий первый аллель, 

определение второго числа ридов, расположенных в указанном выбранном информативном локусе 

и содержащих соответствующий второй аллель, 

вычисление отношения указанного первого числа и указанного второго числа, 

идентификацию выбранного информативного локуса как маркера второго субъекта, если указанное 

отношение превышает пороговое значение, определенное так, как раскрыто в описании. 

Здесь также указанный образец беременной женщины может представлять собой образец плазмы 

крови, второй субъект - беременную женщину или плод, а вычисление отношения указанного первого 

числа и указанного второго числа может включать деление второго числа на сумму указанного первого 

числа и указанного второго числа. 

Пороговое значение согласно этому способу составляет от приблизительно 0,2 до приблизительно 

0,5, более предпочтительно указанное пороговое значение составляет 0,4. 

Анализ молекул РНК, полученных из образца, может, как в других способах, описанных выше, 

включать секвенирование указанных молекул РНК или их кДНК-копий или проведение цифровой ПЦР. 

Идентификация положений ридов в референсной последовательности может включать выравнива-

ние указанных ридов с референсной последовательностью. 

Первое заранее определенное число ридов и второе заранее определенное число ридов согласно 

данному способу также могут составлять 1. 

Данный способ дополнительно может включать секвенирование геномной ДНК, полученной из ма-

теринской ткани, для определения генотипа указанной беременной женщины в каждом информативном 

локусе или секвенирование геномной ДНК, полученной из плаценты, ворсин хориона, амниотической 

жидкости или материнской плазмы для определения генотипа плода в каждом информативном локусе, 

либо включать диагностирование связанного с беременностью нарушения на основании того, определен 

ли выбранный информативный локус как маркер второго субъекта, либо предусматривать определение в 

РНК из образца, содержащей выбранный информативный локус, части РНК, происходящей от второго 

субъекта, в котором указанную часть определяют путем умножения указанного отношения на общий 

уровень экспрессии в выбранных информативных локусах относительно экспрессии вторых аллелей у 

второго субъекта. 

Общий уровень экспрессии в выбранном информативном локусе плода относительно экспрессии 

второго аллеля у второго субъекта может быть равен 2. 

Способ может дополнительно включать определение части РНК, происходящей от первого субъек-

та, путем вычитания части РНК, происходящей от второго субъекта, из 1. 

Еще одним предложенным объектом изобретения является применение способа сравнения уровня 

экспрессии гена из списка, приведенного на фиг. 26, и контрольного значения, определенного по одной 

или нескольким другим женщинам, каждая из которых беременна здоровым плодом, для диагностики 

связанного с беременностью нарушения у женщины, беременной плодом, где связанное с беременностью 

нарушение является преэклампсией, характеризующейся аномальным относительным уровнем экспрес-

сии указанного гена в ткани матери или плода. 

Согласно применению указанное связанное с беременностью нарушение диагностируют в том слу-

чае, если уровень экспрессии превышает контрольное значение или если уровень экспрессии ниже кон-

трольного значения. Причем у женщины может наблюдаться повышенный уровень экспрессии указанно-

го гена при беременности по сравнению с уровнем после родов. 

Уровень экспрессии указанного гена у женщины может быть измерен путем получения образца 

плазмы крови от указанной женщины, 

получения совокупности ридов, при этом указанные риды получают в результате анализа молекул 

РНК, полученных из указанного образца; 

идентификации с помощью компьютерной системы положений ридов в референсной последова-

тельности; 

подсчета ридов, расположенных в указанном гене. 

Следующим объектом настоящего изобретения является система, содержащая один или боль-
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шее количество процессоров, обеспечивающих возможность осуществления любого из описанных 

выше способов. 

Наконец, согласно настоящему изобретению предложен компьютерный продукт, содержащий ма-

шиночитаемый носитель, где хранится совокупность инструкций для управления процессором для осу-

ществления операции согласно любому из описанных выше способов. 

Краткое описание чертежей 

На фиг. 1 показана положительная взаимосвязь аллельного отношения В/А и относительных уров-

ней экспрессии соответствующих генов в плаценте и клетках материнской крови. 

На фиг. 2 показана взаимосвязь общего уровня генной экспрессии и относительных уровней экс-

прессии генов в плаценте и клетках материнской крови. 

На фиг. 3 в графическом виде представлены способы диагностики связанного с беременностью на-

рушения. 

На фиг. 4 и 5 показаны обобщенные результаты выравнивания ридов, полученных при секвениро-

вании РНК. 

На фиг. 6 представлены данные секвенирования РНК из плазмы крови для двух индивидуумов. На 

фиг. 6А представлено процентное распределение GC в ридах последовательностей при секвенировании 

РНК-библиотек М9356Р (с предварительной обработкой Ribo-Zero Gold) и М9415Р (без предварительной 

обработки Ribo-Zero Gold). На фиг. 6В показана корреляция профилей генной экспрессии М9356Р и 

М9415Р. 

На фиг. 7 показаны аллельные отношения РНК-SNP и зависимость общих концентраций разных 

РНК-транскриптов в материнской плазме от относительных уровней экспрессии в тканях (плацен-

та/клетки крови). 

На фиг. 8 показаны аллельные отношения РНК-SNP и зависимость общих уровней в плазме разных 

генов, содержащих информативные SNP, от относительного уровня экспрессии в тканях (клетки кро-

ви/плацента). 

На фиг. 9 показаны аллельные отношения РНК-SNP для специфических плодных аллелей SNP и 

приведены уровни экспрессии РНК-транскриптов, содержащих указанные аллели, в материнской плазме. 

На фиг. 10 показаны аллельные отношения РНК-SNP, для специфических материнских аллелей 

SNP приведены уровни экспрессии РНК-транскриптов, содержащих указанные аллели, в материнской 

плазме. 

На фиг. 11 представлены данные для специфических материнских аллелей SNP у субъектов с пре-

эклампсией и контрольных субъектов. На фиг. 11A показаны аллельные отношения РНК-SNP для случая 

5641 (преэклампсия в третьем триместре с поздним началом) и случая 7171 (контроль) для информатив-

ных SNP, содержащих специфические материнские аллели SNP. На фиг. 11В приведена кратность разли-

чия аллельных отношений и уровней в плазме РНК-SNP для случая 5641 и случая 7171 (контроль) для 

информативных SNP, содержащих специфические материнские аллели SNP. 

На фиг. 12 представлены данные для специфических материнских аллелей SNP у субъектов с пре-

эклампсией и контрольных субъектов. На фиг. 12А показаны аллельные отношения РНК-SNP для случая 

5641 (преэклампсия в третьем триместре с поздним началом) и случая 9356 (контроль) для информатив-

ных SNP, содержащих специфические материнские аллели SNP. На фиг. 12В приведена кратность разли-

чия аллельных отношений и уровней в плазме РНК-SNP для случая 5641 и случая 9356 для информатив-

ных SNP, содержащих специфические материнские аллели SNP. 

На фиг. 13 представлены данные фиг. 11 в форме таблицы. 

На фиг. 14 представлены данные фиг. 12 в форме таблицы. 

На фиг. 15 в графическом виде представлены способы определения в образце, полученном от субъ-

екта - беременной плодом женщины, происходящей от плода части РНК. 

На фиг. 16 показаны результаты анализа информативных SNP транскриптома материнской плазмы. 

На фиг. 17 представлены относительные вклады плода и матери без отбора по аллелеспецифиче-

ской экспрессии в образцах материнской плазмы на поздних сроках беременности. 

На фиг. 18 представлены вклады плода и матери в транскриптом материнской плазмы. На фиг. 18А 

показаны доли транскриптов плодного и материнского происхождения в материнской плазме на ранних 

и поздних сроках беременности. На фиг. 18В приведены подсчитанное количество аллелей и доля плод-

ных аллелей до и после родов. 

На фиг. 19 приведено сравнение удельных вкладов плода и матери по одному РНК-SNP для случая 

беременности с преэклампсией и контрольного случая беременности. 

На фиг. 20 в графическом виде представлены способы определения геномного локуса как материн-

ского или плодного маркера. 

На фиг. 21 приведен список связанных с беременностью генов. 

На фиг. 22 показаны более низкие уровни экспрессии связанных с беременностью генов у субъек-

тов после родов по сравнению с дородовым периодом. 

На фиг. 23 показана иерархическая кластеризация образцов плазмы с использованием 131 связанно-

го с беременностью гена. 
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На фиг. 24 показаны уровни экспрессии 131 связанного с беременностью гена в плаценте, клетках 

материнской крови и материнской плазме. На фиг. 24А представлена карта интенсивности генной экс-

прессии (log2(уровень транскрипции)) для плаценты и клеток материнской крови, а также дородовой и 

послеродовой материнской плазмы в двух случаях беременности на позднем сроке. Указанный 131 свя-

занный с беременностью ген преимущественно экспрессировался в плаценте. На фиг. 24В показано, что 

уровни экспрессии указанного 131 гена в плаценте и в плазме положительно коррелировали (Р<0,05, 

корреляция Спирмена). 

На фиг. 25 приведено сравнение вкладов плода и матери в РНК в плазме для генов, идентифициро-

ванных способами на основе плазмы и на основе тканей. 

На фиг. 26 приведен список 98 связанных с преэклампсией РНК материнской плазмы, идентифици-

рованных с помощью RNA-Seq. Показаны уровни экспрессии в плазме, полученной от беременных жен-

щин, не имевших осложнений, и женщин, у которых развивалась преэклампсия. 

На фиг. 27 приведены значения количества ридов при секвенировании РНК в сайтах однонуклео-

тидных полиморфизмов (SNP) РНК PAPPA для случая 9415. Аллель А - общий аллель, а аллель G явля-

ется специфическим для плода аллелем. 

На фиг. 28 приведены значения количества ридов при секвенировании РНК на сайтах однонуклео-

тидных полиморфизмов (SNP) РНК Н19 для случая 9415. 

На фиг. 29 показано определение статуса метилирования материнского H19 с применением чувст-

вительного к метилированию ферментативного расщепления. 

На фиг. 30 приведена блок-диаграмма примера компьютерной системы 3000, подходящей для при-

менения с системе и способах, соответствующих вариантам реализации настоящего изобретения. 

Подробное описание изобретения 

I. Введение. 

Присутствие бесклеточной плодной РНК в материнской плазме было описано более десяти лет на-

зад. После указанного открытия было проведено множество исследований для детекции циркулирующих 

РНК плодного и плацентарного происхождения в материнской плазме. Интересно, что уровни экспрес-

сии специфических для плаценты транскриптов в плазме, как было обнаружено, положительно коррели-

руют с указанными уровнями в плацентарных тканях, что подчеркивает клиническую значимость анали-

за РНК плазмы как неинвазивного инструмента для мониторинга состояния здоровья и развития плацен-

ты или плода. Так, исследование материнской циркулирующей РНК нашло клиническое применение при 

связанных с беременностью или плацентой нарушениях, таких как преэклампсия, внутриутробная за-

держка роста и преждевременные роды, а также для неинвазивного тестирования хромосомных анеуп-

лоидий плода. Такие разработки подчеркивают потенциальную полезность РНК-биомаркеров для моле-

кулярной оценки пренатальных расстройств. 

Несмотря на многообещающие перспективы анализа РНК плазмы для пренатального тестирования, 

к настоящему времени число надежно подтвержденных связанных с беременностью или с плацентой 

транскриптов в материнской плазме все еще ограничено. В связи с этим было проведено исследование 

РНК-биомаркеров в плазме с применением ПЦР с обратной транскриптазой (ОТ), чувствительного мето-

да, обычно нацеленного на относительно малое число видов РНК на один анализ. Примечательно, что 

указанные исследования в основном сфокусированы на генах, уровни экспрессии которых относительно 

высоки в плаценте по сравнению с клетками материнской крови, исходя из того, что связанные с бере-

менностью гены в основном происходят из плаценты. Такие подходы обеспечили выявление связанных с 

беременностью целевых РНК с высокими уровнями экспрессии в плаценте, но, возможно, другие важные 

мишени были упущены. Кроме того, учитывая низкие концентрации и низкую устойчивость РНК плазмы 

[9, 15], стандартные высокопроизводительные способы, такие как серийный анализ экспрессии генов и 

микроматричный анализ, не являются надежными способами прямого исследования транскриптома 

плазмы. 

Указанные технические ограничения при анализе РНК плазмы потенциально могут быть преодоле-

ны за счет использования массивного параллельного секвенирования (МПС) для анализа РНК, а именно 

секвенирования РНК (РНК-seq). За счет повышенной чувствительности и широкого динамического диа-

пазона РНК-seq применяется для исследования генной экспрессии во многих тканях человека, включая 

плаценту [19]. Преимущество МПС также было подтверждено его применимостью при прямом профи-

лировании микроРНК плазмы здоровых индивидуумов и беременных женщин. Тем не менее, полный 

спектр транскриптома плазмы все еще не определен, возможно, ввиду меньшей стабильности в плазме 

длинных РНК по сравнению с короткими микроРНК. 

В настоящем исследовании авторы показали, что в материнской плазме можно определить транс-

крипты плодного и материнского происхождения и что их относительные вклады могут быть оценены с 

применением РНК-seq, путем исследования специфических плодных и материнских однонуклеотидных 

полиморфизмов (SNP). Кроме того, по материнской плазме может проводиться мониторинг паттернов 

аллелеспецифической экспрессии в плаценте. Авторы также продемонстрировали, что связанные с бере-

менностью транскрипты могут быть идентифицированы путем непосредственного исследования мате-

ринской плазмы до и после родов. 
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II. Способ диагностики связанного с беременностью нарушения с применением отношений ал-

лелей SNP. 

Анализ профиля генной экспрессии подходит для применения при определении статуса заболева-

ния индивидуума. Варианты реализации настоящего изобретения включают способы анализа профиля 

экспрессии индивидуума путем анализа смеси молекул РНК от двух разных индивидуумов. В указанных 

способах используется относительная распространенность аллелей, специфических для одного индиви-

дуума, и аллелей, общих для двух индивидуумов. На основании относительных распространенностей 

указанных общих и специфических для индивидуума аллелей может быть определен профиль генной 

экспрессии указанных двух индивидуумов. Одним из возможных применений предложенных способов 

является анализ профиля генной экспрессии плода путем анализа РНК в образце материнской плазмы, 

который содержит РНК как плода, так и беременной женщины. Другое применение представлено анали-

зом профиля генной экспрессии происходящей от донора РНК в образце плазмы, полученном от реципи-

ента трансплантации, содержащего РНК как донора, так и указанного реципиента. 

В смеси, содержащей РНК от двух индивидуумов, профиль экспрессии каждого индивидуума не 

может быть определен на основании анализа общего количества разных РНК-транскриптов в смеси, по-

скольку сложно определить относительные вклады каждого индивидуума в тотальную РНК. Относи-

тельная распространенность разных РНК-транскриптов может быть использована для мониторинга со-

стояния здоровья индивидуума или для определения болезненного состояния. 

Согласно настоящему способу генотип указанных двух индивидуумов может сначала быть опреде-

лен путем прямого генотипирования указанных индивидуумов или путем семейного анализа. Например, 

если генотипы родителей - АА и ТТ, у плода будет генотипа AT. 

Следующий гипотетический пример иллюстрирует принцип указанного способа. Для каждого из 

представляющих интерес генов в составе кодирующей области имеется SNP, так что полиморфизм мо-

жет наблюдаться в РНК-транскриптах разных генов. Допустим, что генотипы плода и беременной жен-

щины - АВ и АА соответственно. Соответственно аллель В будет специфическим для плода, а аллель А 

будет общим для плода и матери. Относительные уровни экспрессии разных генов в плаценте и клетках 

материнской крови соответствуют приведенным в табл. 1. 

В данном примере авторы допустили, что плацента и клетки материнской крови вносят вклад в ма-

теринскую плазму в относительно равной пропорции, составляющей 2% от каждого из их РНК-

транскриптов. Иными словами, если в плаценте уровень экспрессии гена составляет 10000, вклад в мате-

ринскую плазму составит 200 РНК-транскриптов указанного гена. Как видно из фиг. 1, наблюдается хо-

рошо выраженная положительная взаимосвязь аллельного отношения В/А с относительными уровнями 

экспрессии соответствующих генов в плаценте и клетках материнской крови. Напротив, на общий уро-

вень генной экспрессии влияют флуктуации экспрессии в клетках материнской крови, поэтому он хуже 

коррелирует с экспрессией в плаценте (фиг. 2). 

Таблица 1 

 

 
Другое преимущество применения анализа аллельных отношений заключается в том, что уровень 

экспрессии конкретного гена в плаценте нормируют по уровню экспрессии клеток материнской крови. 

Поскольку уровень экспрессии может значительно варьировать для разных генов и разных образцов, 

указанная нормировка делает сравнение разных генов более надежным и позволяет избежать необходи-

мости сравнения в референсным геном, например геном "домашнего хозяйства". Иными словами, при 

стандартном анализе генной экспрессии уровень экспрессии гена в образце либо измеряют, соотнося с 

геном "домашнего хозяйства", либо выражают в виде доли тотальной РНК в образце. Для идентифика-

ции аберрантной генной экспрессии затем обычно сравнивают указанные относительные значения для 

тестируемого образца со значениями для контрольных образцов. 

В настоящем описании изобретения авторами предложен новый подход, где в качестве способа оп-

ределения профиля генной экспрессии используются относительные количества, внесенные плодом в 
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образец, нормированные по вкладу матери по тому же самому гену. При патологических состояниях, 

например преэклампсии, преждевременных родах, таких заболеваниях матери как системная красная 

волчанка, при которых экспрессия указанного гена в плаценте или материнских органах изменена, отно-

шение плод/мать для указанного гена будет изменено по сравнению с беременностями без таких патоло-

гических состояний. Указанный подход может быть реализован с применением специфического плодно-

го аллеля SNP относительно общего аллеля в РНК-транскриптах материнской плазмы. 

Указанный подход может также быть реализован с использованием отношения специфического ма-

теринского аллеля SNP и общих аллелей в РНК-транскриптах из материнской плазмы. Патологические 

состояния могут быть идентифицированы в том случае, если одно или большее количество таких ал-

лельных отношений для одного или большего количества генных РНК-транскриптов изменены по срав-

нению с ожидаемыми для непатологического состояния. Паттерн таких аллельных отношений в генном 

локусе или нескольких генных локусах может использоваться для идентификации патологических со-

стояний. Непатологические состояния могут быть представлены аллельными отношениями при нор-

мальных беременностях, в образцах, полученных до или после тестирования, когда на беременность 

больше не влияет патологическое состояние, или имеющимися данными, ранее полученными для нор-

мальных беременностей, т.е. ранее полученным референсным диапазоном. 

Связанные с беременностью нарушения, которые могут быть диагностированы с применением 

предложенных способов, включают любые нарушения, характеризующиеся аномальными относитель-

ными уровнями экспрессии генов в материнской и плодной ткани. Указанные нарушения включают, не 

ограничиваясь перечисленными, преэклампсию, внутриутробную задержку роста, инвазивную плацента-

цию, преждевременные роды, гемолитическую болезнь новорожденного, плацентарную недостаточ-

ность, водянку плода, пороки развития плода, синдром HELLP, системную красную волчанку и другие 

иммунологические заболевания матери. Указанные способы позволяют различать молекулы РНК, вно-

симые матерью и плодом, в образце, который содержит смесь таких молекул. Соответственно указанные 

способы позволяют идентифицировать изменения вклада одного индивидуума (т.е. матери или плода) в 

указанную смесь в конкретном локусе или для конкретного гена, даже если вклад другого индивидуума 

не меняется или изменяется противоположным образом. Такие изменения невозможно легко определить 

при измерении общего уровня экспрессии указанного гена без учета происхождения из ткани или от ин-

дивидуума. Связанные с беременностью нарушения согласно обсуждению в настоящем описании изо-

бретения не характеризуются хромосомными аномалиями плода, такими как анеуплоидия. 

Предложенные способы могут также быть реализованы без предварительно полученной информа-

ции о генотипе плаценты. Например, генотип беременной женщины может быть определен посредством 

прямого генотипирования клеток ее крови. Затем может быть проведен анализ РНК-транскриптов образ-

цов плазмы, например с помощью массивного параллельного секвенирования, но не ограничиваясь им. 

Могут быть идентифицированы РНК-транскрипты, в которых наблюдаются два разных аллеля. В ука-

занном наборе транскриптов, в том случае, если мать гомозиготна, это будет указывать на гетерозигот-

ность плода по специфическому плодному аллелю и материнскому аллелю. В указанном случае анализ 

аллельного отношения РНК может проводиться без предварительно полученной информации о генотипе 

плода (или плаценты). Кроме того, случаи, когда мать гетерозиготна, а плод гомозиготен, могут быть 

идентифицированы по отклонению от отношения 1:1. Более подробная информация о таких техниках 

приведена в патенте США 8467976. 

А. Способ диагностики. 

Способ 300 диагностики связанного с беременностью нарушения в соответствии с некоторыми ва-

рианты реализации представлен на фиг. 3. В указанном способе используется образец, полученный от 

субъекта - беременной плодом женщины. Указанный образец может быть получен из плазмы крови ма-

тери; он содержит смесь молекул РНК, происходящих от матери и от плода. Указанный образец может 

быть получен подходящим способом от субъекта-женщины на любом этапе беременности. Например, 

субъектами могут быть беременные женщины с одноплодной беременностью в первом, втором и третьем 

триместре. Беременные женщины в первом и втором триместре могут быть классифицированы как "слу-

чаи беременности на раннем сроке"; беременные женщины в третьем триместре могут быть классифици-

рованы как "случаи беременности на позднем сроке". Согласно некоторым вариантам реализации образ-

цы могут также собираться после рождения плода или от одного и того же субъекта до и после родов, и 

образцы от небеременных женщин могут использоваться в качестве контролей. Образцы могут быть по-

лучены в любое время после родов (например, 24 ч). 

Указанный образец может быть получен из периферической крови. Образец материнской крови 

может быть обработан подходящим способом, например центрифугированием, для отделения клеток 

крови от плазмы. В образец крови или его части могут быть добавлены стабилизаторы, и образец может 

быть отправлен на хранение до использования. Согласно некоторым вариантам реализации также полу-

чают образцы плодной ткани, например ворсин хориона, амниотической жидкости или плацентарной 

ткани. Плодная ткань может использоваться для определения плодных генотипов согласно описанию 

ниже. Плодная ткань может быть получена до или после родов. 

После получения образца РНК или ДНК может затем быть экстрагирована из клеток материнской 
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крови и плазмы, а также из любой плодной ткани, такой как образец плаценты. Образцы РНК плаценты и 

клеток крови могут быть предварительно обработаны, например, с применением набора Ribo-Zero Gold 

Kit (Epicentre) для удаления рибосомальной РНК (рРНК) перед получением библиотеки для секвениро-

вания. 

На этапе 301 указанного способа получают совокупность ридов. Указанные риды получают в ре-

зультате анализа молекул РНК, полученных из указанного образца. Согласно различным вариантам реа-

лизации указанные риды могут быть получены путем секвенирования, цифровой ПЦР, ОТ-ПЦР и масс-

спектрометрии. Хотя обсуждение сфокусировано на секвенировании, аспекты настоящего описания так-

же применимы к другим методикам получения ридов. Например, цифровая ПЦР (включая микрожидко-

стную и капельную ПЦР) может обеспечить информацию о разных аллелях в конкретном локусе за счет 

применения зондов (включая праймеры), нацеленных на каждый аллель. Указанные зонды могут содер-

жать метки, позволяющие отличать их друг от друга, например окрашивающие их в разные цвета. В ходе 

того же эксперимента или другого эксперимента (например, на отдельном слайде или чипе) зонды с раз-

ными метками могут быть нацелены на разные локусы. Обнаружение меток отражает присутствие и/или 

количество амплифицируемых молекул РНК или кДНК и соответствует ридам молекул РНК или кДНК 

при этом такие риды обеспечивают информацию относительно последовательности молекул РНК или 

кДНК в локусах, соответствующих зондам. Описание, включающее "риды секвенирования" в равной 

степени относится к ридам, полученным с применением любой подходящей техники, включая не задей-

ствующие секвенирование техники. 

Секвенирование может осуществляться подходящим способом с применением любой доступной 

технологии. Примеры технологий и способов секвенирования нуклеиновых кислот включают массивное 

параллельное секвенирование, секвенирование нового поколения, полногеномное секвенирование, сек-

венирование экзома, секвенирование с обогащением или без обогащения по мишени, секвенирование 

синтезом (например, секвенирование амплификацией, клональная амплификация, мостиковую амплифи-

кацию, секвенирование с обратимыми терминаторами), секвенирование лигированием, секвенирование 

гибридизацией (например, секвенирование на микроматрицах), одномолекулярное секвенирование, сек-

венирование в реальном времени, нанопоровое секвенирование, пиросеквенирование, полупроводнико-

вое секвенирование, масс-спектрометрическое секвенирование, секвенирование методом дробовика и 

секвенирование методом Сэнгера. Согласно некоторым вариантам реализации секвенирование осущест-

вляется с применением массивно-параллельных техник на библиотеке кДНК, полученной из РНК в об-

разце. Библиотеки кДНК могут быть синтезированы подходящим способом, например с применением 

набора для получения образцов мРНК mRNA-Seq Sample Preparation Kit (Illumina) согласно инструкциям 

производителя или с незначительными модификациями. Согласно некоторым вариантам реализации для 

этапа восстановления концов кДНК плазмы используют 5-кратно разведенный фрагмент ДНК-

полимеразы Кленова. Наборы QIAquick PCR Purification Kit и QIAquick MinElute Kit (Qiagen) могут ис-

пользоваться для очищения продуктов с восстановленными концами и анденилированных продуктов 

соответственно. Согласно некоторым вариантам реализации для образцов кДНК плазмы используются 

10-кратно разведенные адаптеры спаренных концов, или проводятся два раунда очищения для продуктов 

с лигированными адаптерами с применением гранул AMPure XP (Agencourt). 

Библиотека кДНК может быть секвенирована с длиной прочтений 75 и.о. в формате спаренных 

концов на инструменте HiSeq 2000 (Illumina) или с применением других форматов или инструментов. 

На этапе 302 определяют положение ридов в референсной последовательности. При использовании 

методик на основе ПЦР расположение может быть определено, например, по совпадению цветов детек-

тируемой метки на зонде или праймере, с последовательностью, для которой является специфическим 

указанный зонд или праймер. При использовании техник секвенирования положение может быть опре-

делено по выравниванию рида последовательности с референсной последовательностью. Выравнивание 

последовательностей может осуществляться с применением компьютерной системы. Для предваритель-

ной обработки необработанных данных может использоваться любой биоинформационный алгоритм 

(например, удаление высокодуплицированных ридов и ридов низкого качества), выравнивание данных 

и/или нормирование данных. Уровни транскрипции РНК в клетках материнской крови, плацентарных 

тканях и материнской плазме могут быть рассчитаны как количество фрагментов на Кб на миллион эк-

зонных ридов (FPKM). Для определения аллельных отношений могут осуществляться предварительная 

обработка и выравнивание данных, но нормирование данных не требуется. Для выравнивания может ис-

пользоваться любая референсная последовательность (например, референсный геном человека hg19) и 

любой алгоритм. 

Согласно одному примеру проведения этапов 301 и 302 после удаления дуплицированных ридов и 

ридов рРНК получали в среднем по 3 млн пригодных для анализа ридов для каждого образца плазмы 

небеременной женщины; получали в среднем по 12 млн пригодных для анализа ридов для каждого об-

разца плазмы беременных женщин. Для РНК-seq тканей получали в среднем по 173 млн и 41 млн при-

годных для анализа ридов на образец для плаценты и клеток крови соответственно. Статистические дан-

ные по выравниванию РНК-seq обобщены на фиг. 4 и 5. Содержание GC в ридах секвенирования также 

исследовали во всех образцах (фиг. 6А и табл. 2). 
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Таблица 2. Доля богатых GC ридов секвенирования в библиотеках РНК-seq 

 
А. Необработанные риды выравнивали по собранной de novo богатой GC последовательности с по-

мощью BLAST (NCBI). 

На этапе 303 идентифицируют один или большее количество информативных локусов. Указанный 

этап позволяет определять генотипы или делать выводы относительно генотипов субъекта-женщины и 

плода в локусах в составе генома и сравнивать указанные генотипы. Локус считают информативным, 

если он гомозиготен у первого субъекта по соответствующему первому аллелю (например, АА), и гете-

розиготен у второго субъекта по соответствующему первому аллелю и соответствующему второму алле-

лю (например, АВ). Указанный первый субъект может представлять собой субъект - беременную жен-

щину или плод, а указанный второй субъект представляет собой плод или беременную женщину соот-

ветственно. Иными словами, один индивидуум (либо мать, либо плод) гомозиготен, а другой индивиду-

ум гетерозиготен по каждому информативному локусу. 

Информативные локусы могут быть дополнительно классифицированы в соответствии с тем, какой 

индивидуум является гетерозиготным и единственным источником одного аллеля. Локус считают ин-

формативным материнским локусом, или, что то же самое, специфическим материнским (специфиче-

ским материнским) локусом, если плод гомозиготен, а беременная женщина гетерозиготна. Локус счи-

тают информативным локусом плода, или, что то же самое, специфическим для плода локусом, если бе-

ременная женщина гомозиготна, а плод гетерозиготен. На этапе 303 все идентифицированные информа-

тивные локусы являются либо специфическими для матери, либо специфическими для плода. 

Информативный локус может быть представлен однонуклеотидным полиморфизмом, или "SNP", 

когда первый аллель и второй аллель отличаются единственным нуклеотидом. Информативный локус 

может быть представлен также короткой (коротким) вставкой или удалением, когда одного или большего 

количества нуклеотидов добавлены или удалены в одном аллеле относительно другого аллеля. 

Согласно некоторым вариантам реализации генотип субъекта - беременной женщины в одном или 

большем количестве информативных локусов, или в каждом информативном локусе, определяют путем 

секвенирования геномной ДНК, полученной из материнской ткани. Указанная материнская ткань может 

быть представлена клетками материнской крови или любым другим видом ткани. Согласно некоторым 

вариантам реализации генотип плода в одном или большем количестве информативных локусов, или в 

каждом информативном локусе, определяют путем секвенирования геномной ДНК, полученной из плод-

ной ткани, такой как плацента, ворсины хориона, амниотическая жидкость. Если предпочтителен менее 

инвазивный способ, плодная ДНК для секвенирования может также быть получена из образца материн-

ской крови. Источником такой плодной ДНК может быть тот же образец, что и используемый для полу-

чения молекул РНК для секвенирования, или может использоваться другой образец. Следует иметь в 

виду, что информативные локусы плода могут быть идентифицированы без прямого генотипирования 

плода. Например, если определено, что субъект - беременная женщина гомозиготен по первому аллелю в 

одном локусе и секвенирование РНК указывает на присутствие второго аллеля в смеси материнской и 

плодной РНК, плод может считаться гетерозиготным в указанном локусе. 

Согласно некоторым вариантам реализации и мать, и плод генотипируют с применением методов 

массивного параллельного секвенирования для идентификации информативных локусов. Секвенирова-

ние может осуществляться на обогащенных по экзому образцах геномной ДНК клеток крови матери и 

плаценты. Геномная ДНК может быть экстрагирована из плацентарных тканей и клеток материнской 

крови с использованием наборов QIAamp DNA Kit и QIAamp Blood Kit (оба от Qiagen) соответственно, с 

соблюдением инструкций производителя. Обогащение по экзому и получение библиотек для секвениро-

вания может осуществляться с применением набора TruSeq Exome Enrichment Kit (Illumina) согласно 

протоколу производителя. Библиотеки могут быть секвенированы с длиной прочтений 75 п.о. в формате 

РЕ-секвенирования на инструменте HiSeq 2000 (Illumina). 

На этапе 304 отбирают один или большее количество информативных локусов. В настоящем доку-

менте "отбор" означает выбор определенных информативных локусов из идентифицированных на этапе 

303, для дальнейшего анализа. "Отобранный" информативный локус представляет собой локус, выбран-

ный таким образом. Выбор может осуществляться на основании одного или нескольких критериев. Од-

ним из таких критериев является то, где указанные информативные локусы расположены в геноме или на 

референсной последовательности. Согласно некоторым вариантам реализации дополнительно анализи-
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руют только локусы, расположенные в экзоне или экспрессируемой области референсной последова-

тельности. 

Другим критерием отбора является число ридов секвенирования, которые выравниваются с указан-

ным локусом и содержат каждый аллель, из тех ридов, которые были получены на этапе 301 и выравни-

вались с референсной последовательностью на этапе 302. Согласно некоторым вариантам реализации с 

отобранным информативным локусом должно быть связано, по меньшей мере, первое заранее опреде-

ленное число ридов секвенирования, содержащих первый аллель, и/или второе заранее определенное 

число ридов секвенирования, содержащих второй аллель. Указанное заранее заданное число может со-

ставлять 1, 2 или более, и может соответствовать требуемому качеству ридов или глубине секвенирова-

ния. В результате отбора идентифицируют один или большее количество отобранных информативных 

локусов. 

Согласно некоторым вариантам реализации для отбора рассматривают только информативные ло-

кусы, представляющие SNP. Согласно одному из примеров реализации указанного способа исследовали 

приблизительно 1 млн SNP базы данных dbSNP NCBI, версия 135, все из которых расположены в экзо-

нах, и идентифицировали информативные SNP из указанных 1 млн SNP с использованием материнского 

и плодного генотипов. Для иллюстрации информативных SNP, "А" задавали как общий аллель, а "В" - 

как специфический материнский или специфический плодный аллель. Информативные SNP включали 

SNP со специфическим материнским аллелем SNP, а именно, "АА" у плода и "АВ" у матери в опреде-

ленном локусе, и SNP со специфическим для плода аллелем SNP, а именно, "АА" у матери и "АВ" у пло-

да, в определенном локусе. Генотипы прогнозировали с применением собственного биоинформационно-

го алгоритма. Для проведения отбора в анализ включали только информативные SNP, в которых и для 

аллеля "А", и для аллеля "В" имелся по меньшей мере один подсчитанный рид соответственно. 

На этапах 305 и 306 подсчитывают риды секвенирования, выравнивающиеся с каждым отобранным 

информативным локусом, и сортируют их в зависимости от того, какой аллель они содержат. Для каждо-

го отобранного информативного локуса определяют два числа: первое число, которое представляет со-

бой число ридов секвенирования, выравнивающихся с указанным локусом и содержащих соответствую-

щий первый аллель (т.е. общий аллель); и второе число, которое представляет собой число ридов секве-

нирования, выравнивающихся с указанным локусом и содержащих соответствующий второй аллель (т.е. 

специфический материнский или специфический плодный аллель). Указанные первое число и второе 

число могут быть вычислены подходящим способом. Указанное первое число плюс указанное второе 

число для каждого локуса дают общее число ридов секвенирования, выравнивающихся с указанным ло-

кусом. Отношение указанного первого числа и указанного второго числа для конкретного отобранного 

информативного локуса может называться "аллельным отношением". 

На этапах 307 и 308 суммируют число первых аллелей и вторых аллелей во всех отобранных ин-

формативных локусах. На этапе 307 вычисляют первую сумму первых чисел. Первая сумма отражает 

общее число ридов секвенирования, содержащих соответствующие первые аллели (т.е. общие аллели) 

для отобранных информативных локусов. На этапе 308 вычисляют вторую сумму вторых чисел. Вторая 

сумма отражает общее число ридов секвенирования, содержащих соответствующие вторые аллели (т.е. 

специфические материнские или специфические плодные аллели) для отобранных информативных локу-

сов. Указанные суммы могут быть вычислены подходящим способом с применением всех отобранных 

информативных локусов, идентифицированных на этапе 304, или их подсовокупности. Согласно некото-

рым вариантам реализации указанные суммы взвешивают, что может включать масштабирование сумм. 

Например, вклады в указанные суммы локусов из определенной хромосомы могут быть масштабирова-

ны, с уменьшением или увеличением, путем умножения первых чисел и вторых чисел для указанных 

локусов на скаляр. 

На этапе 309 вычисляют отношение первой суммы и второй суммы. Указанное отношение отражает 

относительное число ридов секвенирования для первых аллелей и вторых аллелей, объединенных по 

отобранным информативным локусам. Согласно некоторым вариантам реализации указанное отношение 

рассчитывают просто делением первой суммы на вторую сумму. Такой расчет дает число ридов секвени-

рования для общих аллелей в виде множества ридов секвенирования для специфических материнских 

или специфических плодных аллелей. Как вариант, указанное отношение может быть рассчитано путем 

деления второй суммы на сумму указанных первой суммы и второй суммы. В этом случае указанное от-

ношение дает число ридов секвенирования для специфических материнских или специфических плод-

ных аллелей в виде доли от всех ридов секвенирования. Другие способы вычисления указанного отно-

шения будут очевидны для специалиста в данной области техники. Указанные первая сумма и вторая 

сумма, на основании которых вычисляют указанное отношение, могут использоваться в качестве замены 

присутствующих в образце количеств РНК (т.е. транскриптов), которые происходят из общих и специ-

фических аллелей, для отобранных информативных локусов. 

На этапе 310 вычисленное на этапе 309 отношение сравнивают с пороговым значением для опреде-

ления того, имеется ли у плода и/или беременной женщины связанное с беременностью нарушение. Со-

гласно различным вариантам реализации пороговое значение может быть определено по одному или 

большему количеству образцов, полученных от беременных женщин, у которых отсутствует связанное с 
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беременностью нарушение (т.е. от контрольных субъектов) и/или определено по одному или большему 

количеству образцов, полученных от беременных женщин, у которых имеется связанное с беременно-

стью нарушение. Согласно некоторым вариантам реализации пороговое значение определяют путем реа-

лизации того же способа согласно приведенному выше описанию на образцах от контрольных субъектов 

и исследования того же или перекрывающего набора отобранных информативных локусов. Пороговое 

значение может быть установлено как значение между ожидаемыми значениями для беременностей без 

нарушения и ожидаемыми значениями для беременностей с нарушением. Пороговое значение может 

быть основано на статистическом отличии от нормального значения. 

Согласно некоторым вариантам реализации для отношения, вычисляемого для беременной женщи-

ны (согласно этапу 309), используются отобранные информативные локусы из определенного набора 

генов, и отношение (а именно, пороговое значение) вычисляют для контрольных субъектов с применени-

ем отобранных информативных локусов в генах, некоторые или все из которых совпадают. Если вычис-

ленное отношение для беременной женщины основано на специфических материнских аллелях, тогда 

вычисленное пороговое значение для контрольных субъектов может также быть основано на специфиче-

ских материнских аллелях. Аналогичным образом и отношение, и пороговое значение могут быть осно-

ваны на специфических плодных аллелях. 

Сравнение отношения с пороговым значением может осуществляться подходящим способом. На-

пример, нарушение может диагностироваться в том случае, когда указанное отношение превышает поро-

говое значение или меньше порогового значения, на любую величину или на величину, превышающую 

определенный предел. Сравнение может включать вычисление разности или вычисление другого отно-

шения между отношением для беременной женщины и пороговым значением. Согласно некоторым ва-

риантам реализации сравнение включает оценку того, имеется ли значимое различие относительных 

уровней экспрессии общих и не являющихся общими аллелей для определенных генов у беременной 

женщины и контрольных субъектов. 

При необходимости указанный способ может также применяться для оценки в образце части РНК, 

имеющей материнское или плодное происхождение. Указанную оценку получают путем умножения от-

ношения, рассчитанного на этапе 309, на скаляр. Указанный скаляр отражает общий уровень экспрессии 

в отобранных информативных локусах относительно экспрессии вторых аллелей у гетерозиготного ин-

дивидуума. 

Следующий пример иллюстрирует применение указанного скаляра. В том случае, если вторые ал-

лели, подсчитанные указанным способом, являются специфическими для плода, отношение, рассчитан-

ное на этапе 309, может давать число ридов секвенирования для специфических плодных аллелей, пред-

ставленное в виде доли от всех ридов секвенирования для отобранных информативных локусов. Среди 

ридов секвенирования, содержащих общий аллель, некоторые внесены матерью и некоторые внесены 

плодом. 

Если относительные уровни экспрессии специфических плодных и общих аллелей у плода извест-

ны, или могут быть оценены, отношение может быть масштабировано для получения оценки удельного 

вклада плода во все риды секвенирования для отобранных информативных локусов. 

Согласно некоторым вариантам реализации плодные и общие аллели экспрессируются симметрич-

но в большинстве локусов, и скаляру присваивается значение, близкое к 2. Согласно другим вариантам 

реализации указанный скаляр не равен 2 и учитывает асимметричную генную экспрессию [24]. Относи-

тельный материнский вклад в риды секвенирования в таком случае получают вычитанием относительно-

го вклада плода из единицы. Аналогичные расчеты могут быть выполнены в случае, если вторые аллели 

в отобранных информативных локусах являются специфическими для матери. 

В. Примеры. 

1. Корреляция аллельных отношений и концентраций в плазме. 

Анализировали профиль экспрессии образца материнской плазмы (срок гестации 37 2/7) и сравни-

вали с соответствующими образцами плаценты и клеток материнской крови у беременной женщины. 

Массивное параллельное секвенирование РНК осуществляли для каждого из указанных образцов с при-

менением инструмента Illumina HiSeq 2000. Плаценту и клетки материнской крови генотипировали с 

применением секвенирования экзома массивно-параллельным методом. Авторы исследовали приблизи-

тельно 1 млн SNP из базы dbSNP NCBI, верс. 135, расположенных в экзонах, и классифицировали ин-

формативные SNP, по которым мать гомозиготна (генотип АА), а плод гетерозиготен (генотип АВ). Со-

ответственно аллель А будет представлять собой аллель, общий для матери и плода, и аллель В является 

специфическим для плода. 

Сопоставляют аллельные отношения РНК-SNP и общие концентрации разных РНК-транскриптов в 

материнской плазме с относительными тканевыми уровнями экспрессии (плацента/клетки крови) (фиг. 7). 

Авторы наблюдали, что аллельное отношение РНК-SNP в плазме хорошо коррелирует с относительным 

тканевым уровнем экспрессии (коэффициент Спирмена R=0,9731679, Р=1,126×10
-9

). Однако общий уро-

вень в плазме не коррелировал с тканевой экспрессией (коэффициент Спирмена R= -0,7285714, 

P=0,002927). 

Помимо анализа экспрессии у плода указанный способ может также применяться для профилиро-
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вания экспрессии у матери. В указанных обстоятельствах могут использоваться информативные SNP, по 

которым мать гетерозиготна (генотип АВ), а плод гомозиготен (генотип АА). В таком случае аллельное 

отношение РНК-SNP может быть рассчитано путем деления подсчитанного количества специфических 

материнских аллелей на подсчитанное количество общего аллеля. На фиг. 8 представлена зависимость 

аллельных отношений РНК-SNP и общих уровней в плазме разных генов, содержащих информативные 

SNP, и относительного уровня тканевой экспрессии (клетки крови/плацента). Авторы наблюдали выра-

женную положительную связь уровня тканевой экспрессии и аллельного отношения РНК-SNP в мате-

ринской плазме (коэффициент Спирмена R=0,9386, Р<2,2×10
-16

), но не общих уровней транскрипции в 

плазме (коэффициент Спирмена R=0,0574, P=0,7431). 

РНК-транскрипты, аллельные отношения содержащихся в них РНК-SNP и уровни в плазме пред-

ставлены в таблицах на фиг. 9 и 10. 

2. Сравнение аллельного отношения РНК-SNP в материнской плазме для случаев беременности с 

преэклампсией и контрольных случаев. 

Для двух случаев с субъектами - беременными женщинами получали в среднем 117901334 необра-

ботанных фрагментов (табл. 3A). Аллельное отношение РНК-SNP подсовокупности циркулирующих 

транскриптов, несущих специфические материнские аллели SNP, сравнивали для случая преэклампсии с 

поздним началом в третьем триместре (PET), 5641, и соответствующего ему по гестационному сроку 

контрольного случая, 7171. Как видно из фиг. 11A, аллельные отношения РНК-SNP для указанных тран-

скриптов отражают отличающиеся профили в случае PET и в контрольном случае. Важно, что профиль 

аллельных отношений РНК-SNP отличается от профиля уровней транскрипции в плазме, как видно из 

фиг. 11В. Это предполагает, что анализ аллельных отношений PHK-SNP в материнской плазме может 

использоваться в качестве дополнительного показателя для лучшей дифференциации случаев PET и 

нормальных беременностей. Число информативных транскриптов может быть дополнительно увеличено 

при увеличении числа информативных SNP, как показано на примере сравнения случая PET, 5641, и дру-

гого контрольного случая нормальной беременности, 9356 (фиг. 12А и В). Аллельные отношения РНК-

SNP и уровень в плазме РНК-транскриптов, представленные на фиг. 11 и 12, приведены в форме таблицы 

на фиг. 13 и фиг. 14 соответственно. 

Таблица 3A. Обобщенные результаты выравнивания ридов РНК-seq 

 
а) оставшиеся риды после удаления часто повторяющихся ридов 

b)% необработанных ридов 

с) см. дополнительную табл. 2В с подробной расшифровкой 

d) % предварительно обработанных ридов 

Таблица 3B. Обобщенные результаты выравнивания ридов РНК-seq 

 
a) отобранные риды представляют в основном ядерные и митохондриальные рРНК и тРНК 

b) пригодные для анализа риды = общее число картируемых ридов - отобранные риды 

c) % ридов, выравнивающихся с областями вне экзонов и интронов референсных генов 

III. Способ определения плодного или материнского вклада РНК. 

А. Способ. 

На фиг. 15 представлен способ 1500 определения в полученном от субъекта - беременной плодом 

женщины образце части РНК плодного происхождения. Указанный образец может быть получен и под-

готовлен согласно приведенному выше для способа 300 описанию. 

На этапе 1501 получают совокупность ридов секвенирования. На этапе 1502 указанные риды секве-

нирования выравнивают с референсной последовательностью. Указанные этапы могут осуществляться 

согласно приведенному выше для этапов 301 и 302 описанию. 

На этапе 1503 идентифицируют один или большее количество информативных материнских локу-

сов. Каждый информативный материнский локус гомозиготен у плода по соответствующему первому 
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аллелю и гетерозиготен у субъекта - беременной женщины по соответствующему первому аллелю и со-

ответствующему второму аллелю. Первый аллель соответственно является общим для матери и плода, а 

второй аллель является специфическим материнским. Информативные материнские локусы могут быть 

идентифицированы согласно приведенному выше для этапа 303 описанию. 

На этапе 1504 отбирают информативные материнские локусы, согласно этапу 304, и идентифици-

руют один или большее количество отобранных информативных материнских локусов. Риды секвениро-

вания обрабатывают на уровне индивидуальных отобранных на этапах 1505-1511 информативных локу-

сов. На этапах 1505 и 1506 определяют первое число и второе число для каждого отобранного информа-

тивного материнского локуса. Первое число определяют на этапе 1505 как число ридов секвенирования, 

выравнивающихся с указанным локусом и содержащих соответствующий первый аллель. Второе число 

определяют на этапе 1506 как число ридов секвенирования, выравнивающихся с указанным локусом и 

содержащих соответствующий второй аллель. Этапы 1505 и 1506 могут осуществляться аналогичным 

этапам 305 и 306 образом согласно описанию выше. 

На этапе 1507 вычисляют сумму указанного первого числа и указанного второго числа для каждого 

информативного материнского локуса. Указанная сумма может быть эквивалентна общему числу ридов 

секвенирования, выравнивающихся с указанным локусом. На этапе 1508 вычисляют материнское отно-

шение путем деления второго числа на указанную сумму. Материнское отношение дает долю от всех 

ридов секвенирования, выравнивающихся с конкретным локусом, которые содержат второй (специфиче-

ский для матери) аллель. 

На этапе 1509 определяют скаляр. Указанный скаляр отражает общий уровень экспрессии в ото-

бранном информативном материнском локусе относительно экспрессии соответствующего второго алле-

ля у беременной женщины. Согласно некоторым вариантам реализации, если информация об экспрессии 

двух аллелей у беременной женщины известна или предполагается, что экспрессия симметрична, ука-

занный скаляр приблизительно равен 2. Согласно другим вариантам реализации значение указанного 

скаляр может отличаться от 2 и учитывать асимметричную генную экспрессию. Поскольку большинство 

локусов экспрессируются симметрично, допущение о симметрии применимо. 

На этапе 1510 материнское отношение умножают на скаляр для получения материнского вклада. 

Материнский вклад отражает, в отобранном информативном материнском локусе, долю ридов секвени-

рования (или, соответственно, долю РНК в указанном образце), внесенную матерью. Вычитание мате-

ринского вклада из единицы дает плодный вклад, или долю ридов секвенирования, внесенную плодом. 

На этапе 1511 вычисляют плодный вклад для отобранных информативных материнских локусов. 

На этапе 1512 в образце определяют часть РНК, происходящую от плода. Указанная часть пред-

ставляет собой среднее значение плодных вкладов для отобранных информативных материнских локу-

сов. Согласно некоторым вариантам реализации указанное среднее значение взвешивают, например, по 

суммам, вычисленным для отобранных информативных материнских локусов. При вычислении взве-

шенного среднего значения определенная на этапе 1512 часть может отражать относительные уровни 

экспрессии разных локусов или генов в образце. 

Часть РНК плодного происхождения в образце может быть вычислена для одного отобранного ин-

формативного материнского локуса, многих таких локусов или всех таких локусов, для которых получе-

ны данные секвенирования. Следует иметь в виду, что указанная часть отражает циркулирующий транс-

криптом у конкретного субъекта - беременной женщины в момент времени, когда был получен указан-

ный образец. В том случае, если образцы получают от субъекта в разные моменты времени на протяже-

нии беременности, набор отобранных информативных материнских локусов, идентифицированных в 

соответствии со способом 1500, может варьировать в разных образцах так же, как и часть РНК плодного 

происхождения, определенная в указанных локусах. Часть РНК плодного происхождения в образце так-

же может быть различной у разных субъектов, даже при контроле срока гестации или других факторов, и 

может отличаться у субъекта, имеющего связанное с беременностью нарушение, и здорового субъекта. 

Соответственно указанная часть может сравниваться с пороговым значением для диагностирования та-

кого нарушения. 

Согласно некоторым вариантам реализации пороговое значение определяют путем осуществления 

способа 1500 с применением образцов от одного или большего количества здоровых субъектов. Соглас-

но некоторым вариантам реализации диагноз ставят, если указанная часть превышает пороговое значе-

ние или меньше порогового значения на любую величину или на величину, превышающую определен-

ный допуск. Указанное сравнение может включать вычисление разности или вычисление отношения ме-

жду частью РНК, происходящей от плода, у субъекта - беременной женщины, и пороговым значением. 

Согласно некоторым вариантам реализации сравнение включает оценку того, отличается ли существенно 

часть РНК, происходящая от плода, у субъекта - беременной женщины от наблюдаемой у здоровых бе-

ременных женщин в аналогичные периоды гестации. 

Часть РНК плодного происхождения в образце также может быть определена путем исследования 

информативных локусов плода. В каждом информативном локусе плода оценка указанной части может 

быть получена путем, во-первых, вычисления отношения для плода, которое представляет собой число 

ридов секвенирования, содержащих второй (специфический плодный) аллель, разделенное на общее 
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число ридов секвенирования. В этом случае вклад плода равен плодному отношению, умноженному на 

скаляр, отражающий относительные уровни экспрессии указанных двух аллелей у плода. Соответствен-

но вариант способа 1500 может осуществляться путем идентификации информативных локусов плода, 

отбора указанных локусов, вычисления плодного вклада для каждого отобранного локуса и усреднения 

плодных вкладов для отобранных локусов. При необходимости происходящая от плода часть РНК, опре-

деленная с помощью способа 1500, может быть расширена путем усреднения плодных вкладов, вычис-

ленных для отобранных информативных материнских локусов и плодных вкладов, вычисленных для 

отобранных информативных локусов плода. Вычисленные описанным способом средние значения могут 

быть взвешены для учета вариаций числа ридов секвенирования в разных локусах для увеличения веса 

специфических материнских или специфических плодных локусов и т.п., при необходимости. 

В. Примеры. 

1. Идентификация и оценка происходящего от плода и от матери транскрипта в материнской плазме. 

Информативные гены, определенные как гены, содержащие по меньшей мере один информативный 

SNP, сначала идентифицировали на основании данных генотипирования. В двух случаях беременности 

на ранних сроках было доступно всего 6714 и 6753 информативных генов для исследования относитель-

ных пропорций вкладов плода и матери соответственно (фиг. 16 и 17). В двух случаях беременности на 

поздних сроках было доступно всего 7788 и 7761 информативных генов для исследования относитель-

ных пропорций вкладов плода и матери соответственно. Для измерения относительной доли плодного 

вклада в материнской плазме авторы отбирали РНК-транскрипты, содержащиеся в которых специфиче-

ские для плода аллели покрывал по меньшей мере один рид РНК-seq в образцах материнской плазмы. 

Относительное содержание таких транскриптов плодного происхождения составляло 3,70% и 11,28% на 

ранних и поздних сроках гестации соответственно. С применением аналогичного подхода было установ-

лено, что относительные пропорции материнского вклада в кровоток, исследованные с использованием 

специфических материнских аллелей SNP, составляют 76,90% и 78,32% на ранних и поздних сроках гес-

тации соответственно (фиг. 18А). 

2. Сравнение относительных вкладов плода и матери в РНК-SNP для случаев беременности с PET и 

контрольной беременности. 

Авторы исследовали относительные вклады плода и матери в транскрипт GNAS, детектируемый в 

обоих случаях, как PET, 5641, так и в соответствующем ему по гестационному сроку контрольном слу-

чае, 7171. В транскрипте GNAS присутствовал информативный SNP-сайт, содержащий специфические 

для плода аллель SNP в локусе rs7121 в случае 5641; на том же SNP-сайте в случае 7171 присутствовал 

специфический для матери аллель SNP. Рассчитанные относительны вклады плода и матери для указан-

ного SNP-сайта в случае 5641 составили 0,09 и 0,91 соответственно. С другой стороны, удельные вклады 

плода и матери для того же SNP-сайта в случае 7171 составили 0,08 и 0,92 соответственно (фиг. 19). По 

сравнению с контрольным случаем 7171 наблюдалось увеличение на 12,5% относительного плодного 

вклада и уменьшение на 1,09% относительного материнского вклада в указанный транскрипт. Интерес-

но, что в случае 5641 для указанного транскрипта детектировали увеличение FPKM на 21% относительно 

7171. 

IV. Способ определения геномного локуса как материнского или плодного маркера. 

А. Способ. 

Способ 2000 определения того, что геномный локус является материнским или плодным маркером, 

представлен на фиг. 20. Указанный способ включает анализ образца, полученного от субъекта - беремен-

ной плодом женщины. Указанный образец может быть образцом плазмы материнской крови и содержит 

смесь молекул РНК материнского или плодного происхождения. Образец может быть получен и подго-

товлен, как обсуждается выше для способа 300. 

На этапе 2001 получают совокупность ридов секвенирования. На этапе 2002 указанные риды секве-

нирования выравнивают с референсной последовательностью. Указанные этапы могут осуществляться, 

как описано выше для этапов 301 и 302. 

На этапе 2003 идентифицируют один или большее количество информативных локусов. Каждый 

локус гомозиготен у первого субъекта по соответствующему первому аллелю и гетерозиготен у второго 

субъекта по соответствующему первому аллелю и соответствующему второму аллелю. Первый субъект 

представляет собой беременную женщину или плод, и второй субъект представляет собой плод или бе-

ременную женщину соответственно. Информативные локусы могут быть идентифицированы согласно 

приведенному выше для этапа 303 описанию. 

На этапе 2004 отбирают информативные локусы таким же образом, как на этапе 304, и идентифи-

цируют один или большее количество отобранных информативных локусов. Согласно некоторым вари-

антам реализации для отбора рассматривают только информативные локусы, представляющие SNP. Со-

гласно одному из примеров реализации указанного способа, отобранные информативные локусы вклю-

чали информативные SNP, содержащие по меньшей мере один рид последовательности для аллеля "А" и 

один рид последовательности для аллеля "В" в материнской плазме. 

Затем риды секвенирования обрабатывают на уровне индивидуальных отобранных на этапах 2005-

2008 информативных локусов. На этапах 2005 и 2006 определяют первое число и второе число для каж-
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дого отобранного информативного локуса. Указанное первое число определяют на этапе 2005 как число 

ридов секвенирования, выравнивающихся с указанным локусом и содержащих соответствующий первый 

аллель. Указанное второе число определяют на этапе 2006 как число ридов секвенирования, выравни-

вающихся с указанным локусом и содержащих соответствующий второй аллель. Этапы 2005 и 2006 мо-

гут осуществляться аналогично описанным выше этапам 305 и 306. 

На этапе 2007 вычисляют отношение указанного первого числа и указанного второго числа для ка-

ждого отобранного информативного локуса. Указанное отношение отражает относительную распростра-

ненность ридов секвенирования (и, таким образом, транскриптов в образце), содержащих первый аллель 

и второй аллель. Согласно некоторым вариантам реализации указанное отношение рассчитывают просто 

как первое число, разделенное на второе число. Такой расчет дает число ридов секвенирования для об-

щего аллеля в виде множества ридов секвенирования для специфических материнских или специфиче-

ских плодных аллелей. Указанное отношение, или обратное ему, может считаться аллельным отношени-

ем, а для SNP-локусов - аллельным отношением РНК-SNP. 

Согласно некоторым вариантам реализации для информативных SNP, которые включают специфи-

ческие материнские аллели SNP, аллельное отношение РНК-SNP для каждого SNP вычисляют как отно-

шение "специфический для матери аллель:общий аллель". С другой стороны, для информативных SNP, 

которые включают специфические для плода аллели SNP, аллельное отношение РНК-SNP может быть 

рассчитано как отношение "специфический плодный аллель:общий аллель". В отличие от анализа генной 

экспрессии, при котором нормирование данных является обязательным условием, анализ аллельных от-

ношений РНК-SNP не требует нормирования данных, и вносится меньшая систематическая погрешность. 

Для транскриптов, содержащих более одного информативного SNP, может быть рассчитано аллельное 

отношение РНК-SNP для каждого сайта информативного SNP и может быть вычислено среднее аллель-

ное отношение РНК-SNP на транскрипт. 

На этапе 2007 отношение может, как вариант, быть рассчитано как второе число, разделенное на 

сумму указанного первого числа и указанного второго числа. В этом случае указанное отношение пред-

ставляет число ридов секвенирования для специфического материнского или специфического для плода 

аллеля в виде доли от всех ридов секвенирования в указанном локусе. В случае аллелей "А" и "В" ука-

занное отношение может быть выражено как: 

отношение для аллеля В = подсчитанное количество аллеля В/(подсчитанное количество  

аллеля А+подсчитанное количество аллеля В) 

Теоретически для транскрипта в плазме, вносимого исключительно плодом или матерью, отношение 

для аллеля В должно быть равно 0,5 при предположении об аллелеспецифической экспрессии. Другие спо-

собы вычисления указанного отношения будут понятны для специалиста в данной области техники. 

На этапе 2008 отобранный информативный локус определяют как маркер, если указанное отноше-

ние превышает пороговое значение. Согласно некоторым вариантам реализации пороговое значение со-

ставляет от приблизительно 0,2 до приблизительно 0,5. Согласно некоторым вариантам реализации по-

роговое значение составляет 0,4. Согласно одному из примеров реализации указанного способа порого-

вое значение для отношения аллеля В было определено как ≥0,4 для РНК-транскрипта с высоким плод-

ным или материнским вкладом. Указанное пороговое значение учитывало распределение Пуассона и 

рандомизированный отбор ридов РНК-seq. Согласно некоторым вариантам реализации говорится, что 

вклад аллеля "В" является высоким, если указанное отношение превышает пороговое значение. 

Высокое аллельное отношение в конкретном информативном локусе может указывать на то, что (i) 

уровень экспрессии второго аллеля, или аллеля "В", у гетерозиготного индивидуума выше, чем уровень 

экспрессии аллеля "А" (т.е. аллель экспрессируется асимметрично), (ii) более значительная доля всех 

РНК, выравнивающихся с указанным локусом в материнской плазме, вносится гетерозиготным индиви-

дуумом; или справедливы и (i), и (ii). Высокое аллельное отношение может также указывать на связанное 

с беременностью нарушение, если ген, связанный с указанным информативным локусом, патологически 

сверхэкспрессируется. Соответственно некоторые варианты реализации указанного способа также вклю-

чают диагностирование связанного с беременностью нарушения на основании того, определен ли ото-

бранный информативный локус как маркер второго объекта (т.е. гетерозиготного индивидуума). При 

постановке такого диагноза пороговое значение, используемое для сравнения с аллельным отношением, 

может быть основано на уровнях транскрипции в образцах плазмы, полученных от здоровых беременных 

субъектов. 

Согласно некоторым вариантам реализации способ 2000 может также применяться для оценки час-

ти РНК материнского или плодного происхождения в образце, в конкретном отобранном информатив-

ном локусе. Указанную оценку осуществляют путем умножения указанного отношения рассчитанного на 

этапе 2007 на скаляр. Указанный скаляр отражает общий уровень экспрессии в указанном локусе относи-

тельно экспрессии второго аллеля у гетерозиготного индивидуума. 

Например, если второй ("В") подсчитываемый в указанном способе аллель является специфическим 

для плода, тогда отношение аллеля В, рассчитанное, как описано выше, отражает число ридов секвени-

рования для указанного аллеля в виде доли от всех ридов секвенирования для отобранного информатив-

ного локуса. Из ридов секвенирования, содержащих общий ("А") аллель, некоторые внесены матерью и 
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некоторые внесены плодом. В том случае, если относительные уровни экспрессии специфических плод-

ных и общих аллелей у плода известны или могут быть оценены, отношение аллеля В может быть мас-

штабировано для получения оценки относительного вклада плода во все риды секвенирования для ука-

занного локуса. Если аллели "А" и "В" экспрессируются у плода одинаково, скаляр приблизительно ра-

вен 2. В этом случае вычитание относительного плодного вклада из единицы дает фракционный мате-

ринский вклад в риды секвенирования в указанном локусе. Аналогичные расчеты могут быть выполнены 

в случае, если аллель "В" в отобранном информативном локусе является специфическим материнским. 

В. Пример. 

Высокие вклады плода и матери. 

При использовании порогового значения 0,4 для аллеля В согласно приведенному выше описанию 

высокий вклад плода на ранних сроках гестации (т.е. в первом и во втором триместрах), как было обна-

ружено, наблюдается для 0,91% циркулирующих транскриптов. Указанный процент увеличивался до 

2,52% на поздних сроках гестации (т.е. в третьем триместре). При этом высокий вклад матери наблюдал-

ся для 42,58% и 50,98% транскриптов на ранних и поздних сроках гестации соответственно (фиг. 16, 17, 

и 18 А). 

V. Использование генов для диагностики связанных с беременностью нарушений. 

А. Связанные с беременностью гены. 

Также предложен способ идентификации связанных с беременностью генов. Указанный способ 

включает получение совокупности первых ридов секвенирования и совокупность вторых ридов секвени-

рования. Указанные первые риды секвенирования получают при секвенировании молекул РНК, полу-

ченных из образца плазмы крови беременной женщины. Указанные вторые риды секвенирования полу-

чают при секвенировании молекул РНК, полученных из образца плазмы крови небеременной женщины. 

Указанные первые риды секвенирования и вторые риды секвенирования выравнивают с референсной 

последовательностью и определяют набор кандидатных генов. 

В соответствии с указанным способом затем риды секвенирования используют для определения 

уровней экспрессии для каждого кандидатного гена в образцах от беременной женщины и небеременной 

женщины. В частности, для каждого кандидатного гена первое число транскриптов, соответствующее 

указанному кандидатному гену, определяют с применением первых ридов секвенирования; второе число 

транскриптов, соответствующее указанному кандидатному гену, определяют с применением вторых ри-

дов секвенирования. Указанное первое число транскриптов и указанное второе число транскриптов мо-

жет быть нормировано. Затем вычисляют отношение транскриптов для кандидатного гена, при этом ука-

занное отношение транскриптов включает первое число транскриптов, разделенное на второе число 

транскриптов. Отношение транскриптов затем сравнивают с пороговым значением. Указанный канди-

датный ген идентифицируют как связанный с беременностью ген, если отношение транскриптов превы-

шает пороговое значение. 

Согласно некоторым вариантам реализации указанного способа нормирование первого числа тран-

скриптов соответствует масштабированию первого числа транскриптов по общему числу первых ридов 

секвенирования. Аналогичным образом нормирование второго числа транскриптов может соответство-

вать масштабированию второго числа транскриптов по общему числу вторых ридов секвенирования. 

Согласно другим вариантам реализации нормирование первого числа транскриптов для каждого канди-

датного гена соответствует масштабированию первого числа транскриптов для кандидатного гена по 

общему числу первых транскриптов для всех кандидатных генов. Нормирование второго числа транс-

криптов для каждого кандидатного гена может соответствовать масштабированию второго числа транс-

криптов для кандидатного гена по общему числу вторых транскриптов для всех кандидатных генов. 

В указанном способе гены обычно идентифицируют как связанные с беременностью, если уровни 

их экспрессии выше у беременной женщины по сравнению с небеременной женщиной, при прочих рав-

ных условиях. Беременная и небеременная женщина может быть одним и тем же индивидуумом; т.е. об-

разцы, полученные от индивидуума до и после родов, могут быть источниками первых ридов секвениро-

вания и вторых ридов секвенирования соответственно. 

Авторы показали, что подсовокупность циркулирующих РНК-транскриптов, несущих специфиче-

ские плодные аллели, полностью исчезала из материнской плазмы после родов (фиг. 18В). Указанные 

транскрипты считали специфическими для плода в материнской плазме. С другой стороны, часть специ-

фических материнских аллелей также не выявлялась после родов. Соответственно авторы исследовали 

гены, называемые связанными с беременностью генами, повышающая регуляция которых наблюдалась 

во время беременности, путем непосредственного сравнения их представленности в материнской плазме 

до родов и после родов. Авторы определили связанные с беременностью гены как гены, которые обна-

руживались в плазме беременных женщин до родов в третьем триместре, уровень которых в плазме по-

сле родов снижался ≥ чем двукратно в обоих случаях. С применением биоинформационного алгоритма 

для нормирования данных и анализа дифференциальной генной экспрессии авторы составили список, 

включающий 131 связанный с беременностью ген (фиг. 21). Из указанных генов 15 были ранее описаны 

как специфические для беременности в материнской плазме. С применением одностадийной ОТ-ПЦР в 

реальном времени авторы дополнительно подтвердили связь с беременностью для пяти впервые иденти-
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фицированных транскриптов, которые присутствовали в большом количестве в материнской плазме до 

родов, а именно STAT1, GBP1 и HSD17B1 в 10 дополнительных образцах плазмы беременных женщин в 

третьем триместре, а также KRT18 и GADD45G в 10 образцах плазмы из другой когорты беременных 

женщин в третьем триместре (фиг. 22). 

Для оценки связи указанного 131 гена с беременностью осуществляли иерархическую кластериза-

цию для всех образцов плазмы. Наблюдалось явное разделение образцов плазмы от беременных женщин 

(а именно на ранних и поздних сроках беременности) и образцов, не связанных с текущей беременно-

стью (а именно от небеременных контролей и после родов) (фиг. 23). 

Интересно, что при сравнении паттернов экспрессии указанного 131 гена в образцах плазмы в двух 

случаях беременности на позднем сроке и соответствующих им плацентах и клетках материнской крови 

более близкое сходство наблюдалось между плацентой и образцами плазмы до родов и между клетками 

материнской крови и образцами плазмы после родов (фиг. 24А). Указанное наблюдение поддерживает 

тезис о том, что большинство связанных с беременностью генов преимущественно экспрессируются в 

плаценте, а не в клетках материнской крови. Кроме того, уровни экспрессии указанных связанных с бе-

ременностью транскриптов в плаценте и материнской плазме положительно коррелировали (Р<0,05, кор-

реляция Спирмена) (фиг. 24В). 

В. Дифференциальная генная экспрессия в плаценте и в материнской крови. 

Наряду с тем, что авторам удалось каталогизировать панель связанных с беременностью генов пу-

тем непосредственного исследования образцов дородовой и послеродовой материнской плазмы, авторы 

также проанализировали данные РНК-seq плаценты и клеток крови с целью сравнения. При предположе-

нии, что связанные с беременностью гены должны быть представлены генами с высокими уровнями экс-

прессии в плаценте и низкими уровнями экспрессии в клетках материнской крови, как сообщалось ранее, 

авторы установили условный 20-кратный уровень различия в качестве минимального порога при анали-

зе, основанном на тканях. Указанный основанный на тканях анализ дал всего 798 потенциальных канди-

датных генов, для которых вычислялись доли вкладов плода и матери в материнской плазме. Была иден-

тифицирована относительно высокая доля генов с преобладающим вкладом плода (фиг. 25) по сравне-

нию с полным транскриптомом (фиг. 18А). Однако основанная на плазме стратегия превосходила ука-

занную основанную на тканях стратегию, позволяя идентифицировать большую долю генов с преобла-

данием плодного вклада (фиг. 25). 

С. Гены, связанные с заболеванием или нарушением. 

Также в настоящем изобретении предложен способ идентификации генов, связанных со связанным 

с беременностью нарушением. Указанный способ включает получение совокупности первых ридов сек-

венирования и совокупность вторых ридов секвенирования. Указанные первые риды секвенирования 

получают путем секвенировании молекул РНК, полученных из образца плазмы крови здоровой беремен-

ной женщины. Указанные вторые риды секвенирования получают при секвенировании молекул РНК, 

полученных из образца плазмы крови беременной женщины, страдающей связанным с беременностью 

нарушением, или вынашивающей плод, страдающий связанным с беременностью нарушением. Указан-

ные первые риды секвенирования и указанные вторые риды секвенирования выравнивают с референсной 

последовательностью и определяют набор кандидатных генов. 

В соответствии с указанным способом риды секвенирования затем используют для определения 

уровней экспрессии для каждого кандидатного гена в образцах двух беременных женщин. В частности, 

для каждого кандидатного гена первое число транскриптов, соответствующее указанному кандидатному 

гену, определяют с применением первых ридов секвенирования, и второе число транскриптов, соответ-

ствующее указанному кандидатному гену, определяют с применением вторых ридов секвенирования. 

Указанное первое число транскриптов и указанное второе число транскриптов может быть нормировано. 

Затем вычисляют отношение транскриптов для кандидатного гена, при этом указанное отношение транс-

криптов включает первое число транскриптов, разделенное на второе число транскриптов. Указанное 

отношение транскриптов затем сравнивают с референсным значением. Кандидатный ген идентифициру-

ют как связанный с нарушением, если указанное отношение транскриптов отклоняется от референсного 

значения. 

Согласно некоторым вариантам реализации указанного способа нормирование первого числа тран-

скриптов соответствует масштабированию указанного первого числа транскриптов по общему числу 

первых ридов секвенирования. Аналогичным образом нормирование второго числа транскриптов может 

соответствовать масштабированию указанного второго числа транскриптов по общему числу вторых 

ридов секвенирования. 

Согласно другим вариантам реализации нормирование первого числа транскриптов для каждого 

кандидатного гена соответствует масштабированию указанного первого числа транскриптов для канди-

датного гена по общему числу первых транскриптов для всех кандидатных генов. Нормирование второго 

числа транскриптов для каждого кандидатного гена может соответствовать масштабированию указанно-

го второго числа транскриптов для кандидатного гена по общему числу вторых транскриптов для всех 

кандидатных генов. 

В соответствии со способом идентификации генов, связанных со связанным с беременностью на-
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рушением, согласно некоторым вариантам реализации референсное значение составляет 1. Согласно не-

которым вариантам реализации указанное отношение транскриптов отклоняется от референсного значе-

ния, если отношение указанного отношения транскриптов и референсного значения выше порогового 

значения или ниже порогового значения. Согласно некоторым вариантам реализации указанное отноше-

ние транскриптов отклоняется от референсного значения, если разница между отношением транскриптов 

и референсным значением превышает пороговое значение. 

В указанном способе обычно ген идентифицируют как связанный со связанным с беременностью 

нарушением, если уровень экспрессии указанного гена существенно отличается при беременностях с 

указанным нарушением и без указанного нарушения, при прочих равных условиях. 

Диагностика и мониторинг нарушений у плода и патологий беременности проводились ранее с ис-

пользованием РНК материнской плазмы, связанных с заболеваниями. Например, было показано, что 

уровень в материнской плазме мРНК кортикотропин-рилизинг-гормона (CRH) можно использовать для 

неинвазивной детекции и предсказания преэклампсии. Детекция мРНК, подобного рецептору интерлей-

кина-1 белка (IL1RL1) в материнской плазме, как было продемонстрировано, может применяться для 

выявления женщин, предрасположенных к спонтанным преждевременным родам. Также была исследо-

вана панель связанных с ростом РНК-маркеров материнской плазмы для неинвазивной оценки роста 

плода и внутриутробной задержки роста. В настоящем исследовании авторы приходят к выводу, что но-

вые, связанные с заболеваниями циркулирующие РНК-маркеры могут быть идентифицированы путем 

прямого сравнения транскриптомов материнской плазмы здоровых беременных женщин и женщин с ос-

ложнениями беременности, такими как преэклампсия, внутриутробная задержка роста, преждевремен-

ные роды и анеуплоидии плода. Чтобы продемонстрировать применимость указанного подхода, авторы 

проводили RNA-Seq на образцах материнской плазмы, полученных от трех беременных женщин, у кото-

рых развилась преэклампсия, и семи беременных женщин, не имеющих осложнений, с совпадающими 

сроками гестации. Авторы идентифицировали 98 транскриптов, существенное повышение уровня кото-

рых наблюдалось в плазме беременных женщин с преэклампсией (фиг. 26). Впервые идентифицирован-

ные связанные с преэклампсией транскрипты потенциально могут применяться для предсказания, про-

гнозирования и мониторинга указанного заболевания. 

Указанная методика может также применяться для предсказания и мониторинга преждевременных 

родов. Указанная методика может также применяться для предсказания риска гибели плода. Указанная 

методика может также применяться для выявления заболеваний, вызываемых генными мутациями, при 

условии, что задействованный ген транскрибируется в плодных или плацентарных тканях, и транскрип-

ты детектируются в материнской плазме. 

RNA-Seq плазмы может применяться в других клинических условиях. Например, технология RNA-

Seq плазмы, разработанная в указанном исследовании, потенциально может подходить для исследования 

других патологических состояний, таких как рак, для которых описаны аберрантные концентрации РНК 

в плазме. Например, путем сравнения транскриптомов плазмы страдающего раковым заболеванием па-

циента до и после терапии могут быть идентифицированы опухолеассоциированные циркулирующие 

РНК-маркеры при применении для неинвазивной диагностики. 

VI. Паттерны экспрессии аллелей специфических генов 

Секвенирование РНК применяется для изучения паттерна экспрессии аллелей. Авторы постулиро-

вали, что паттерн экспрессии аллелей определенного гена сохраняется при высвобождении РНК-

транскриптов из тканей в кровоток, следовательно и соответственно его можно определять в плазме. В 

настоящем исследовании авторы исследовали подсчитанное количество аллелей в двух РНК-

транскриптах, а именно, PAPPA, специфического для беременности гена, и H19, импринтингового гена, 

экспрессируемого матерью. 

В случае гена PAPPA авторы анализировали SNP, rs386088, который содержит специфический 

плодный аллель SNP (фиг. 27). Отсутствие ридов РНК-seq для PAPPA в образцах плазмы после родов 

указывает на то, что он действительно является специфическим для беременности. Отметим, что отсут-

ствовало статистически значимое различие пропорций подсчитанных ридов для плодного аллеля в РНК из 

образцов материнской плазмы до родов и плацентарных образцов (Р=0,320, критерий χ
2
), что указывает на 

то, что данные для материнской плазмы отражают биаллельный паттерн экспрессии PAPPA в плаценте. 

Недавно авторами была описана возможность определения путем бисульфитного секвенирования 

ДНК материнской плазмы паттерна метилирования ДНК импринтингового экспрессируемого с аллеля 

матери гена Н19 в плаценте и клетках материнской крови. В настоящей работе авторы дополнительно 

исследовали, возможно ли исследование статуса геномного импринтинга гена H19 на уровне РНК. Сна-

чала авторы сосредоточили внимание на SNP-сайте в экзоне 1 гена Н19, rs2839698, который содержит 

специфический для матери аллель, а именно АА у плода и AG у матери. Как видно из фиг. 28, в послеро-

довой материнской плазме был детектирован только аллель G (фиг. 28). Такой моноаллельный паттерн 

соответствовал связи с неметилированным аллелем G на SNP-сайте rs4930098 в области контроля им-

принтинга (фиг. 29). В материнской плазме до родов, помимо присутствия аллеля G, детектировали и 

присутствие аллеля А, внесенного плацентой (фиг. 28). В трех других SNP-сайтах, а именно rs2839701, 

rs2839702 и rs3741219, несущих специфические материнские аллели, был обнаружен аналогичный ал-
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лельный паттерн, а именно биаллельный в материнской плазме до родов и моноаллельный в послеродо-

вой материнской плазме (фиг. 28). Возможно, специфические материнские аллели в указанных SNP-

сайтах располагались в том же материнском гаплотипе, который не был метилирован и, таким образом, 

транскрибировался. Примечательно, что РНК Н19 не экспрессировался в клетках материнской крови 

(фиг. 28), что позволяет предположить, что молекулы РНК Н19 в плазме происходят не из клеток крови, 

а из других материнских тканей/органов. Неплацентарные и не относящиеся к плоду ткани, в которых 

сообщалось, что в них наблюдается экспрессия Н19, включают надпочечники, скелетные мышцы, матку, 

адипоциты, печень и поджелудочную железу. 

VII. Обсуждение. 

Целью данной работы была разработка технологии получения глобальной картины транскриптом-

ной активности в материнской плазме с применением РНК-seq (секвенирования РНК). Ранее авторами 

было показано, что доля плодной ДНК в материнской плазме может быть вычислена по одному или не-

скольким целевым специфическим для плода локусам, поскольку в материнской плазме равномерно 

представлен весь плодный геном. В отличие от измерения циркулирующих ДНК, измерение доли РНК-

транскриптов плодного происхождения в материнской плазме не является столь же простым, поскольку 

осложняется дифференциальной генной экспрессией в тканях плода и матери и их возможным высвобо-

ждением в кровоток. За счет проведения РНК-seq на материнской плазме и исследования полиморфных 

различий плода и матери авторам удалось оценить долю транскриптов, вносимых плодом, в плазме. 

Несмотря на то, что в транскриптоме плазмы, как и следовало ожидать, преобладали транскрипты 

материнского происхождения, 3,70% и 11,28% циркулирующих транскриптов в материнской плазме на 

ранних и поздних сроках беременности соответственно имели плодное происхождение. Указанные тран-

скрипты плодного происхождения включают молекулы РНК, внесенные совместно плодом и матерью, а 

также внесенные исключительно плодом. Авторы обнаружили, что последнее значение составляет 0,90% и 

2,52% материнских циркулирующих транскриптов на ранних и поздних сроках беременности соответст-

венно. Более выраженная представленность таких специфических плодных генов на поздних сроках бере-

менности, возможно, связана с увеличением размеров плода и плаценты по мере развития беременности. 

В настоящем исследовании авторы продемонстрировали, что в материнской плазме наблюдается 

сбалансированная аллельная экспрессия РНК специфического для беременности гена PAPPA в плаценте 

и моноаллельная экспрессия импринтингового экспрессируемого с аллеля матери гена Н19. Указанные 

данные предполагают, что материнская плазма может использоваться в качестве источника образцов для 

неинвазивного исследования паттернов аллельной экспрессии. 

На основании количественного сравнения РНК-транскриптов в образцах дородовой и послеродовой 

материнской плазмы авторы составили список из 131 гена, повышающая регуляция которого происходит 

во время беременности, что очевидно следует из снижения представленности указанных генов в образ-

цах послеродовой плазмы. Как и ожидалось, профиль указанных генов может использоваться для диф-

ференциации образцов плазмы беременных женщин и образцов плазмы небеременных женщин. Такое 

прямое сравнение образцов материнской плазмы до родов и после родов позволило авторам с высокой 

производительностью отбирать связанные с беременностью гены, уровни экспрессии которых в плаценте 

не обязательно значительно выше, чем в клетках материнской крови, как было продемонстрировано в 

предыдущем исследовании. В сущности, указанный способ прямого исследования плазмы представляет 

новый подход к обнаружению циркулирующих связанных с беременностью РНК-транскриптов в отсут-

ствие априорной информации о транскриптомных профилях плацентарных тканей и клеток крови. 

Хотя авторы показали, что РНК-seq представляет собой подходящий способ профилирования тран-

скриптома плазмы, некоторые технические моменты могут быть дополнительно усовершенствованы. Во-

первых, объем получаемой при РНК-seq плазмы информации может быть увеличен за счет дополнитель-

ной оптимизации протокола секвенирования, в частности в отношении истощения плазмы по высоко-

транскрибируемым рРНК и глобиновым генам. Во-вторых, внимание авторов было сосредоточено толь-

ко на референсных транскриптах, и индивидуальные изоформы еще не были исследованы. Будущие ис-

следования могут включать детекцию новых транскриптов и дифференциальный анализ вариантов 

сплайсинга и их изоформ за счет увеличения глубины считывания при секвенировании. В-третьих, авто-

ры исключили отбор по ASE при анализе долей транскриптов плодного и материнского происхождения 

для образцов, полученных на ранних сроках беременности, так как ворсины хориона и амниотическая 

жидкость были израсходованы при генотипическом анализе. Тем не менее, авторы показали, что на 

поздних сроках беременности ASE не оказывает заметного влияния на идентификацию в материнской 

плазме генов с преобладающими плодным и материнским вкладами (фиг. 16 и 17). 

Наконец, авторы продемонстрировали, что технология РНК-seq может использоваться для измере-

ния пропорции происходящих от плода транскриптов и для идентификации циркулирующих связанных с 

беременностью генов в материнской плазме. Настоящее исследование создает предпосылки к лучшему 

пониманию транскриптомного ландшафта материнской плазмы, облегчая идентификацию кандидатных 

биомаркеров, вовлеченных в связанные с беременностью заболевания. Авторы считают, что указанная 

технология приведет к новым подходам к молекулярной диагностике связанных с беременностью или с 

плацентой заболеваний, а также других заболеваний, таких как рак. 
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VIII. Трансплантация. 

Как уже упоминалось выше, описанные в настоящем документе способы могут также применяться 

при трансплантации. Способы для применения при трансплантации могут осуществляться таким же об-

разом, как при исследовании плода. Например, может быть получен генотип трансплантированной тка-

ни. Варианты реализации позволяют идентифицировать локусы, где трансплантированная ткань гетеро-

зиготна, а организм-хозяин (например, мужского или женского пола) гомозиготен. Также варианты реа-

лизации позволяют идентифицировать локусы, где трансплантированная ткань гомозиготна, а организм-

хозяин (например, мужского или женского пола) гетерозиготен. Могут быть вычислены те же отношения 

и проведено сравнение с пороговым значением для определения наличия нарушения. 

IX. Компьютерные системы. 

В любых из компьютерных системах, упоминаемых в настоящем документе, может быть использо-

вано любое подходящее количество подсистем. Примеры таких подсистем представлены на фиг. 30 в 

компьютерном устройстве 3000. Согласно некоторым вариантам реализации компьютерная система 

включает одно компьютерное устройство, при этом подсистемы могут представлять собой компоненты 

указанного компьютерного устройства. Согласно другим вариантам реализации компьютерная система 

может включать множество компьютерных устройств, каждое из которых является подсистемой, с внут-

ренними компонентами. 

Подсистемы, представленные на фиг. 30, соединены системной шиной 3075. Показаны дополни-

тельные подсистемы, такие как принтер 3074, клавиатура 3078, устройство(а) хранения данных 3079, 

монитор 3076, который соединен с адаптером дисплея 3082, и другие. Периферийные устройства и уст-

ройства ввода/вывода (I/O), связанные с контроллером ввода/вывода 3071, могут быть подсоединены к 

компьютерной системе любыми способами, известными в данной области техники, например через по-

следовательный порт 3077. Так, последовательный порт 3077 или внешний интерфейс 3081 (например, 

Ethernet, Wi-Fi и т.п.) может использоваться для соединения компьютерной системы 3000 с сетью широ-

кого охвата, такой как Интернет, с устройством ввода типа "мышь" или со сканером. Соединение через 

системную шину 3075 обеспечивает сообщение центрального процессора 3073 с каждой подсистемой и 

управление выполнением инструкций системной памяти 3072 или устройств(а) хранения данных 3079 

(например, стационарного диска, такого как жесткий диск или оптический диск), а также обмен инфор-

мацией между подсистемами. Системная память 3072 и/или устройство(а) хранения данных 3079 могут 

представлять собой машиночитаемый носитель. Любые данные, упоминаемые в настоящем документе, 

могут быть выведены из одного компонента в другой компонент и могут быть выведены для предостав-

ления пользователю. 

Компьютерная система может включать совокупность тех же компонентов или подсистем, напри-

мер, соединенных внешним интерфейсом 3081 или внутренним интерфейсом. Согласно некоторым вари-

антам реализации компьютерные системы, подсистема или аппаратура могут сообщаться между собой 

через сеть. В таких случаях один компьютер может рассматриваться как клиент, а другой компьютер - 

как сервер, при этом каждый из них может входить в состав одной и той же компьютерной системы. И 

клиент, и сервер могут включать множество систем, подсистем или компонентов. 

Следует понимать, что любые из вариантов реализации настоящего изобретения могут быть реали-

зованы в форме устройства логического управления с применением оборудования (например, специали-

зированной интегральной схемы или перепрограммируемой логической матрицы) и/или с применением 

компьютерного программного обеспечения с помощью обычного программируемого процессора мо-

дульным или интегрированным образом. В настоящем документе процессор включает многоядерный 

процессор на одной интегральной схеме или множество обрабатывающих модулей на одноплатной схеме 

или в сетевой структуре. На основании настоящего раскрытия и изложенных в настоящем документе 

принципов среднему специалисту в данной области техники будут понятны и очевидны другие подходы 

и/или способы воплощения вариантов реализации настоящего изобретения с применением оборудования 

и комбинации оборудования и программного обеспечения. 

Любые компоненты или функции программного обеспечения, описанные в указанной заявке, могут 

быть реализованы в виде программного кода для выполнения процессором с применением любого под-

ходящего компьютерного языка, такого как, например, Java, C++ или Perl, с применением, например, 

традиционных или объектно-ориентированных техник. Указанный программный код может храниться в 

виде последовательности инструкций или команд на машиночитаемом носителе для хранения и/или пе-

редачи данных, подходящие носители включают оперативное запоминающее устройство (ОЗУ), посто-

янное запоминающее устройство (ПЗУ), магнитный носитель, такой как жесткий диск или дискета, или 

оптический носитель, такой как компакт-диск (CD) или DVD (универсальный цифровой диск), флеш-

память и т.п. Машиночитаемый носитель может представлять собой любую комбинацию таких уст-

ройств для хранения или передачи данных. 

Такие программы могут также кодироваться и передаваться с применением несущих сигналов, 

предназначенных для передачи через проводные, оптические и/или беспроводные сети в соответствии с 

различными протоколами, включая Интернет. Таким образом, машиночитаемый носитель в соответствии 

с вариантом реализации настоящего изобретения может быть получен с применением сигнала данных, 
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кодируемого такими программами. Машиночитаемый носитель, содержащий программный код, может 

быть упакован с совместимым устройством или предоставлен отдельно от других устройств (например, 

путем загрузки через сеть Интернет). Любой такой машиночитаемый носитель может находиться на од-

ном компьютерном продукте или входить в состав одного компьютерного продукта (например, жесткого 

диска, CD-диска или компьютерной системы полностью) и может находиться на разных компьютерных 

продуктах или входить в состав разных компьютерных продуктов в составе системы или сети. Компью-

терная система может включать монитор, принтер или другое подходящее устройство отображения для 

предоставления пользователю любых результатов из упоминаемых в настоящем документе. 

Любые из способов, описанных в настоящем документе, могут быть полностью или частично реа-

лизованы с помощью компьютерной системы, включающей один или большее количество процессоров, 

которые могут быть сконфигурированы для осуществления этапов. Соответственно варианты реализации 

могут относиться к компьютерным системам, сконфигурированным для осуществления этапов любых из 

способов, описанных в настоящем документе, потенциально с разными компонентами, осуществляющи-

ми соответствующие этапы или соответствующую группу этапов. Несмотря на то, что этапы представ-

ленных в настоящем документе способов в описании пронумерованы, они могут осуществляться одно-

временно или в другом порядке. Кроме того, части указанных этапов могут применяться с частями дру-

гих этапов, относящихся к другим способам. Также этап может быть полностью или частично необяза-

тельным. Кроме того, любые этапы любых способов могут осуществляться при помощи модулей, схем 

или других способов выполнения указанных этапов. 

Конкретные детали частных вариантов реализации могут быть скомбинированы любым подходя-

щим образом без отступления от сущности и объема вариантов реализации настоящего изобретения. При 

этом другие варианты реализации настоящего изобретения могут относиться к конкретным вариантам 

реализации, применительно к каждому индивидуальному аспекту или конкретным комбинациям указан-

ных индивидуальных аспектов. 

Представленное выше описание примеров реализации настоящего изобретения приведено с иллю-

стративными и описательными целями. Не предполагается, что оно является исчерпывающим или огра-

ничивающим настоящее изобретение точно описанной формой, и возможны многие модификации и ва-

рианты в свете вышеизложенных принципов. Варианты реализации были выбраны и описаны для наи-

лучшего разъяснения принципов настоящего изобретения и его практического применения, чтобы обес-

печить другим специалистам в данной области техники возможность наилучшего использования на-

стоящего изобретения согласно различным вариантам реализации и с различными модификациями, под-

ходящими для конкретного предполагаемого применения. 

Предполагается, что все термины, приведенные в единственном числе, включая дополненные 

определением "указанный", означают "один или большее количество", если конкретным образом не 

указано иное. 

Все патенты, заявки на патенты, публикации и описания, упомянутые в настоящем документе, 

включены посредством ссылки во всей их полноте и для любых целей. Никакие из них не признаются 

предшествующим уровнем техники. 
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ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Способ диагностики связанного с беременностью нарушения с применением образца, полученно-

го от беременной плодом женщины, где связанное с беременностью нарушение является нарушением, 

характеризующимся аномальным относительным уровнем экспрессии генов в ткани матери или плода, и 

не характеризуется хромосомными аномалиями плода, причем указанный способ включает 

получение множества ридов, при этом указанные риды получают в результате анализа молекул 

РНК, полученных из указанного образца, причем образец содержит смесь молекул РНК материнского и 

плодного происхождения; 

идентификацию с помощью компьютерной системы положений ридов в референсной последова-

тельности; 

идентификацию одного или большего количества информативных локусов, где локус считается ин-

формативным, когда он гомозиготен у первого субъекта по соответствующему первому аллелю и гетеро-

зиготен у второго субъекта по соответствующему первому аллелю и соответствующему второму аллелю, 

где первый субъект представляет собой беременную женщину или плод, второй субъект представляет 

собой плод или беременную женщину соответственно и где информативный локус может быть иденти-

фицирован либо как специфичный для матери, либо как специфичный для плода; 

выбор среди указанных идентифицированных информативных локусов определенных информатив-

ных локусов в соответствии со следующими критериями: 

локусы расположены внутри экспрессируемой области указанной референсной последовательности, 



037326 

- 27 - 

в локусах расположено, по меньшей мере, первое заранее определенное число ридов, содержащих 

соответствующий первый аллель, причем первое заранее определенное число ридов соответствует тре-

буемому качеству прочтения или глубине секвенирования, и 

в локусах расположено, по меньшей мере, второе заранее определенное число ридов, содержащих 

соответствующий второй аллель, где второе заранее определенное число ридов соответствует требуемо-

му качеству прочтения или глубине секвенирования, 

для каждого из выбранных информативных локусов: 

определение первого числа ридов, расположенных в указанном выбранном информативном локусе 

и содержащих соответствующий первый аллель, 

определение второго числа ридов, расположенных в указанном выбранном информативном локусе 

и содержащих соответствующий второй аллель, 

вычисление первой суммы, представляющей собой сумму указанных первых чисел, и второй сум-

мы, представляющей собой сумму указанных вторых чисел; 

вычисление отношения первой суммы и второй суммы, 

сравнение указанного отношения с пороговым значением, определенным так, как раскрыто в опи-

сании, для определения того, присутствует ли связанное с беременностью нарушение, при этом указан-

ное пороговое значение определяют по одному или большему количеству образцов, полученных от бе-

ременных женщин, не имеющих связанного с беременностью нарушения. 

2. Способ по п.1, отличающийся тем, что указанный образец беременной женщины представляет 

собой образец плазмы крови. 

3. Способ по п.1, отличающийся тем, что второй субъект представляет собой беременную женщину. 

4. Способ по п.1, отличающийся тем, что второй субъект представляет собой плод. 

5. Способ по п.1, в котором вычисление отношения первой суммы и второй суммы включает деле-

ние второй суммы на сумму первой суммы и второй суммы. 

6. Способ по п.1, в котором анализ молекул РНК, полученных из образца, включает секвенирование 

указанных молекул РНК или их кДНК-копий. 

7. Способ по п.1, в котором анализ молекул РНК, полученных из образца, включает проведение 

цифровой ПЦР. 

8. Способ по п.1, в котором идентификация положений ридов в референсной последовательности 

включает выравнивание указанных ридов с референсной последовательностью. 

9. Способ по п.1, в котором первое заранее определенное число ридов составляет 1 и второе заранее 

определенное число ридов составляет 1. 

10. Способ по п.1, дополнительно включающий секвенирование геномной ДНК, полученной из ма-

теринской ткани, для определения генотипа беременной женщины в каждом информативном локусе. 

11. Способ по п.1, дополнительно включающий секвенирование геномной ДНК, полученной из 

плаценты, ворсин хориона, амниотической жидкости или материнской плазмы, для определения геноти-

па плода в каждом информативном локусе. 

12. Способ по п.1, дополнительно включающий оценку в образце части РНК материнского или 

плодного происхождения, где часть РНК второго субъекта представляет собой указанное отношение, 

умноженное на величину, выражающую общий уровень экспрессии обоих аллелей в выбранных инфор-

мативных локусах по отношению к экспрессии вторых аллелей в указанных выбранных информативных 

локусах у второго субъекта, а часть РНК, происходящую из первого субъекта, получают вычитанием 

части РНК, происходящей из второго субъекта, из 1, причем указанную величину, выражающую общий 

уровень экспрессии обоих аллелей в указанных выбранных локусах по отношению к экспрессии указан-

ных вторых аллелей в указанных выбранных информативных локусах у второго субъекта, определяют 

так, как раскрыто в описании. 

13. Способ определения в образце, полученном от беременной плодом женщины, части РНК плод-

ного происхождения, причем указанный способ включает 

получение совокупности ридов, при этом указанные риды получают в результате анализа молекул 

РНК, полученных из указанного образца, причем образец содержит смесь молекул РНК материнского и 

плодного происхождения; 

идентификацию с помощью компьютерной системы положений ридов в референсной последователь-

ности, где референсная последовательность представляет собой последовательность генома человека; 

идентификацию одного или большего количества информативных материнских локусов, где локус 

считается информативным, когда он гомозиготен у плода по соответствующему первому аллелю и гете-

розиготен у беременной женщины по соответствующему первому аллелю и соответствующему второму 

аллелю; 

выбор среди указанных идентифицированных информативных материнских локусов определенных 

информативных локусов в соответствии со следующими критериями: 

локусы расположены внутри экспрессируемой области указанной референсной последовательности, 

в локусах расположено, по меньшей мере, первое заранее определенное число ридов, содержащих 

соответствующий первый аллель, причем первое заранее определенное число ридов соответствует тре-
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буемому качеству прочтения или глубине секвенирования, и 

в локусах расположено, по меньшей мере, второе заранее определенное число ридов, содержащих 

соответствующий второй аллель, где второе заранее определенное число ридов соответствует требуемо-

му качеству прочтения или глубине секвенирования, 

для каждого из выбранных информативных материнских локусов: 

определение первого числа ридов, расположенных в указанном выбранном информативном мате-

ринском локусе и содержащих соответствующий первый аллель; 

определение второго числа ридов, расположенных в указанном выбранном информативном мате-

ринском локусе и содержащих соответствующий второй аллель; 

вычисление суммы указанного первого числа и указанного второго числа; 

вычисление материнского отношения как второго числа, разделенного на указанную сумму; 

определение величины общего уровня экспрессии обоих аллелей в выбранном информативном ма-

теринском локусе по отношению к экспрессии соответствующего второго аллеля в указанных выбран-

ных информативных локусах у беременной женщины; 

умножение материнского отношения на указанную величину, выражающую общий уровень экс-

прессии обоих аллелей в выбранном информативном материнском локусе по отношению к экспрессии 

соответствующего второго аллеля в указанных выбранных информативных локусах у беременной жен-

щины, для получения материнского вклада; 

вычисление плодного вклада посредством вычитания материнского вклада из единицы и 

определение в образце части РНК, происходящей от плода, причем указанная часть представляет 

собой среднее значение плодных вкладов для выбранных информативных материнских локусов, 

причем величину, выражающую общий уровень экспрессии обоих аллелей в указанных выбранных 

информативных материнских локусах по отношению к экспрессии соответствующего второго аллеля в 

указанных выбранных информативных материнских локусах у беременной женщины определяют так, 

как раскрыто в описании. 

14. Способ по п.13, в котором указанное среднее значение взвешено по суммам указанного первого 

числа и указанного второго числа для выбранных информативных материнских локусов. 

15. Способ по п.13, в котором указанная величина, выражающая общий уровень экспрессии в вы-

бранном информативном материнском локусе по отношению к экспрессии соответствующего второго 

аллеля в указанных выбранных информативных материнских локусах у беременной женщины, равна 2. 

16. Способ по п.13, в котором указанный образец беременной женщины представляет собой образец 

плазмы крови. 

17. Способ по п.13, в котором анализ молекул РНК, полученных из образца, включает секвенирова-

ние указанных молекул РНК или их кДНК-копий 

18. Способ по п.13, в котором анализ молекул РНК, полученных из образца, включает проведение 

цифровой ПЦР. 

19. Способ по п.13, в котором идентификация положений ридов в референсной последовательности 

включает выравнивание указанных ридов с этой референсной последовательностью. 

20. Способ по п.13, в котором первое заранее определенное число ридов для одного или большего 

количества выбранных информативных материнских локусов составляет 1 и второе заранее определен-

ное число ридов для одного или большего количества выбранных информативных материнских локусов 

составляет 1. 

21. Способ по п.13, дополнительно включающий секвенирование геномной ДНК, полученной из 

материнской ткани, для определения генотипа беременной женщины в каждом из информативных мате-

ринских локусов. 

22. Способ по п.13, дополнительно включающий секвенирование геномной ДНК, полученной из 

плаценты, ворсин хориона, амниотической жидкости или материнской плазмы, для определения геноти-

па плода в каждом из информативных материнских локусов. 

23. Способ по п.13, дополнительно включающий 

идентификацию одного или большего количества информативных локусов плода, где локус считается 

информативным, если он гомозиготен у беременной женщины по соответствующему первому аллелю и 

гетерозиготен у плода по соответствующему первому аллелю и соответствующему второму аллелю; 

выбор среди указанных идентифицированных информативных локусов одного или большего коли-

чества определенных информативных локусов плода в соответствии со следующими критериями для 

идентификации определенных информативных локусов: 

локусы расположены внутри экспрессируемой области указанной референсной последовательности, 

в локусах расположено, по меньшей мере, первое заранее определенное число ридов, содержащих 

соответствующий первый аллель, причем первое заранее определенное число ридов соответствует тре-

буемому качеству прочтения или глубине секвинирования, и 

в локусах расположено, по меньшей мере, второе заранее определенное число ридов, содержащих 

соответствующий второй аллель, причем второе заранее определенное число ридов соответствует тре-

буемому качеству прочтения или глубине секвинирования, 
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для каждого из выбранных информативных локусов плода: 

определение первого числа ридов, расположенных в указанном выбранном информативном локусе 

плода и содержащих соответствующий первый аллель, 

определение второго числа ридов, расположенных в указанном выбранном информативном локусе 

плода и содержащих соответствующий второй аллель, 

вычисление суммы указанного первого числа и указанного второго числа, 

вычисление плодного отношения как второго числа, разделенного на эту сумму, 

определение величины, выражающей общеий уровень экспрессии в выбранном информативном ло-

кусе плода, по отношению к экспрессии соответствующего второго аллеля в выбранном информативном 

локусе плода у плода; 

умножение плодного отношения на указанную величину, выражающую общий уровень экспрессии 

обоих аллелей в выбранном информативном локусе плода по отношению к экспрессии соответствующе-

го второго аллеля в выбранном информативном локусе плода у плода для получения плодного вклада, и  

определение в образце части РНК, происходящей от плода, отличающееся тем, что 

указанная часть представляет собой среднее значение плодного вклада для выбранных информа-

тивных материнских локусов и выбранных информативных локусов плода, 

причем величину, выражающую общий уровень экспрессии обоих аллелей в указанном выбранном 

информативном локусе плода по отношению к экспрессии соответствующего второго аллеля в указан-

ном выбранном информативном локусе плода у плода, определяют так, как раскрыто в описании. 

24. Способ по п.23, в котором указанное среднее значение взвешено по суммам указанного первого 

числа и указанного второго числа для выбранных информативных материнских локусов и выбранных 

информативных локусов плода. 

25. Способ по п.23, в котором указанная величина, выражающая общий уровень экспрессии в вы-

бранном информативном локусе плода по отношению к экспрессии соответствующего второго аллеля в 

выбранном информативном локусе плода у плода, равна 2. 

26. Способ по п.23, в котором первое заранее определенное число ридов для одного или большего 

количества выбранных информативных локусов плода составляет 1 и второе заранее определенное число 

ридов для одного или большего количества выбранных информативных локусов плода составляет 1. 

27. Способ по п.23, дополнительно включающий секвенирование геномной ДНК, полученной из 

материнской ткани, для определения генотипа указанной беременной женщины в каждом информатив-

ном локусе плода. 

28. Способ по п.23, дополнительно включающий секвенирование геномной ДНК, полученной из 

плаценты, ворсин хориона, амниотической жидкости или материнской плазмы для определения генотипа 

плода в каждом информативном локусе плода. 

29. Способ по п.13 или 23, дополнительно включающий диагностирование связанного с беременно-

стью нарушения путем сравнения части РНК в образце, происходящей от плода, с пороговым значением, 

определенным так, как раскрыто в описании. 

30. Способ определения того, является ли геномный локус материнским или плодным маркером 

связанного с беременностью нарушения, путем анализа образца, полученного от беременной плодом 

женщины, где связанное с беременностью нарушение является нарушением, характеризующимся ано-

мальным относительным уровнем экспрессии генов в ткани матери или плода, и не характеризуются 

хромосомными аномалиями плода, причем указанный способ включает 

получение совокупности ридов, при этом указанные риды получают в результате анализа молекул 

РНК, полученных из указанного образца, причем образец содержит смесь молекул РНК материнского и 

плодного происхождения; 

идентификацию с помощью компьютерной системы положений ридов в референсной последова-

тельности; 

идентификацию одного или большего количества информативных локусов, где локус считается ин-

формативным, когда он гомозиготен у первого субъекта по соответствующему первому аллелю и гетеро-

зиготен у второго субъекта по соответствующему первому аллелю и соответствующему второму аллелю, 

при этом первый субъект представляет собой беременную женщину или плод и второй субъект пред-

ставляет собой плод или беременную женщину соответственно, и где информативный локус может быть 

идентифицирован как специфичный для матери или как специфичный для плода; 

выбор среди указанных идентифицированных информативных локусов определенных информатив-

ных локусов в соответствии со следующими критериями: 

локусы расположены внутри экспрессируемой области этой референсной последовательности, 

в локусах расположено, по меньшей мере, первое заранее определенное число ридов, содержащих 

соответствующий первый аллель, причем первое заранее определенное число ридов соответствует тре-

буемому качеству прочтения или глубине секвенирования, и 

в локусах расположено, по меньшей мере, второе заранее определенное число ридов, содержащих 

соответствующий второй аллель, причем второе заранее определенное число ридов соответствует тре-

буемому качеству прочтения или глубине секвенирования, 
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для каждого из выбранных информативных локусов: 

определение первого числа ридов, расположенных в указанном выбранном информативном локусе 

и содержащих соответствующий первый аллель, 

определение второго числа ридов, расположенных в указанном выбранном информативном локусе 

и содержащих соответствующий второй аллель, 

вычисление отношения указанного первого числа и указанного второго числа, 

идентификацию выбранного информативного локуса как маркера второго субъекта, если указанное 

отношение превышает пороговое значение, определенное так, как раскрыто в описании. 

31. Способ по п.30, в котором указанный образец беременной женщины представляет собой образец 

плазмы крови. 

32. Способ по п.30, в котором второй субъект представляет собой беременную женщину. 

33. Способ по п.30, в котором второй субъект представляет собой плод. 

34. Способ по п.30, в котором вычисление отношения указанного первого числа и указанного вто-

рого числа включает деление второго числа на сумму указанного первого числа и указанного второго 

числа. 

35. Способ по п.30, в котором указанное пороговое значение составляет от приблизительно 0,2 до 

приблизительно 0,5. 

36. Способ по п.35, в котором указанное пороговое значение составляет 0,4. 

37. Способ по п.30, в котором анализ молекул РНК, полученных из образца, включает секвенирова-

ние указанных молекул РНК или их кДНК-копий. 

38. Способ по п.30, в котором анализ молекул РНК, полученных из образца, включает проведение 

цифровой ПЦР. 

39. Способ по п.30, в котором идентификация положений ридов в референсной последовательности 

включает выравнивание указанных ридов с этой референсной последовательностью. 

40. Способ по п.30, в котором первое заранее определенное число ридов составляет 1 и второе зара-

нее определенное число ридов составляет 1. 

41. Способ по п.30, дополнительно включающий секвенирование геномной ДНК, полученной из 

материнской ткани, для определения генотипа указанной беременной женщины в каждом информатив-

ном локусе. 

42. Способ по п.30, дополнительно включающий секвенирование геномной ДНК, полученной из 

плаценты, ворсин хориона, амниотической жидкости или материнской плазмы, для определения геноти-

па плода в каждом информативном локусе. 

43. Способ по п.30, дополнительно включающий определение в РНК из образца, содержащей вы-

бранный информативный локус, части РНК, происходящей от второго субъекта, в котором указанную 

часть определяют путем умножения указанного отношения на величину, выражающую общий уровень 

экспрессии в выбранных информативных локусах по отношению к экспрессии вторых аллелей в выбран-

ных информативных локусах у второго субъекта. 

44. Способ по п.43, в котором величина, выражающая общий уровень экспрессии в выбранных ин-

формативных локусах по отношению к экспрессии вторых аллелей в указанных выбранных информа-

тивных локусах у второго субъекта, равна 2. 

45. Способ по п.43, дополнительно включающий определение части РНК, происходящей от первого 

субъекта, путем вычитания части РНК, происходящей от второго субъекта, из 1. 

46. Система, содержащая один или большее количество процессоров, обеспечивающих возмож-

ность осуществления любого из способов по пп.1-45. 

47. Компьютерный продукт, содержащий машиночитаемый носитель, где хранится множество ин-

струкций для управления процессором для осуществления операции согласно любому из способов по 

пп.1-45. 
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