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Перекрестная ссылка на родственные заявки 

Заявка на данное изобретение испрашивает приоритет по предварительной заявке на патент США 

№ 62/263320 (поданной 4 декабря 2015 г.) по предварительной заявке на патент США № 62/165593 (по-

данной 22 мая 2015 г.), которые включены в данный документ посредством ссылки. 

Уровень техники 

Открытие свободной ДНК плода (сэДНК) в кровообращении матери (Lo, Y.M. et al. (1997), Lancet 

350:485-487) было важным этапом в развитии неинвазивного пренатального тестирования на анеуплои-

дию плода и открыло новые возможности для клиницистов. сэДНК успешно применяется для определе-

ния пола плода и резус-D статуса плода в материнской плазме (см., например, Bianchi, D. et al. (2005), 

Obstet. Gynecol. 106:841-844; Lo, Y.M. et al. (1998), N. Engl. J. Med. 339:1734-1738; патент США  

№ 6258540; публикация РСТ WO 91/07660). Эти методы стали широко применяемыми исследованиями в 

ряде диагностических лабораторий по всему миру. Однако прямой анализ ограниченного количества 

сэДНК в присутствии избытка материнской ДНК является большой проблемой при оценке неинвазивно-

го пренатального тестирования (НИПТ) анеуплоидии плода. 

По первоначальным оценкам, процент сэДНК в циркулирующей крови матери составляет около 3-

6% от общей ДНК (Lo, Y.M. et al. (1998), Am. J. Hum. Genet. 62:768-775). Однако недавние исследования 

показывают, что эмбриональная ДНК может достигать 10-20% от общей ДНК в циркулирующей крови 

матери (Lun, F.M. et al. (2008), Clin. Chem. 54:1664-1672). При анеуплоидиях одна из хромосом присутст-

вует с дополнительным или меньшим количеством копий. Например, в случае трисомии 21 хромосома 21 

присутствует в трех копиях вместо двух. Таким образом, способность отличать нормальные случаи от 

случаев трисомии 21 зависит от способности обнаруживать дополнительную копию хромосомы 21. Од-

нако высокий уровень материнской ДНК в циркулирующей крови матери по сравнению с ограниченным 

количеством ДНК плода еще больше усложняет количественную оценку. 

За последнее десятилетие было применено большое количество различных методов, направленных 

на распознавание сэДНК от циркулирующей материнской ДНК или на обогащение сэДНК (Chan, K.С. et 

al. (2004), Clin. Chem. 50:88-92; Papageorgiou, E.A. et al. (2009), Am. J. Pathol. 174:1609-1618). К ним отно-

сятся подходы, основанные на ДНК, такие как подходы на основе анализа последовательностей  

Chiu, R.W. et al. (2008), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 105:20458-20463; Fan, H.C. et al. (2008), Proc. Natl. 

Acad. Sci. USA 105:16266-16271) или эпигенетические подходы, которые фокусируются на исследовании 

статуса метилирования ДНК плода либо с применением обработки ДНК бисульфитом натрия (Chim, S.S. 

et al. (2005), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 102:14753-14758; публикация РСТ WO 2003/020974; публикация 

РСТ WO 2005/028674), чувствительных к метилированию рестрикционных ферментов (Old, R.W. et al. 

(2007), Reprod. Biomed. Online 15:227-235; PCT Publication WO 2005/035725), либо антител, специфичных 

к остаткам 5-метилцитозина CpG-динуклеотидов по всему геному (Papageorgiou, E.A. et al. (2009), Am. J. 

Pathol. 174:1609-1618, Papageorgiou, E.A. et al. (2011), Nature Medicine 17:510-513; Tsaliki, E. et al. (2012), 

Prenat. Diagn. 32: 996-1001; публикация РСТ WO 2011/0 92 592). Альтернативные подходы нацелены на 

эмбрион-специфическую мРНК (Ng, E.K. et al. (2003), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 100:4748-4753) или со-

средоточены на исследовании эмбрион-специфических белков (Avent, N.D. et al. (2008), Semin. Fetal Ne-

onatal Med. 13:91-98). 

Внедрение технологий секвенирования следующего поколения (ССП) в развитие НИПТ анеуплои-

дий осуществило революцию в этой области. В 2008 году две независимые группы исследователей про-

демонстрировали, что НИПТ трисомии 21 может быть достигнуто с применением метода массово-

параллельного дробного секвенирования (МПДС) следующего поколения (Chiu, R. W. et al. (2008), Proc. 

Natl. Acad. Sci. USA 105:20458-20463; Fan, H.C. et al. (2008), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 105:16266-

162710). Новая эра НИПТ для оценки анеуплоидий открыла новые возможности для внедрения этих тех-

нологий в клиническую практику. Биотехнологические компании, которые частично или полностью за-

няты разработкой тестов для НИПТ, начали широкомасштабные клинические исследования по их вне-

дрению (Palomaki, G.E. et al. (2011), Genet. Med. 13:913-920; Ehrich, M. et al. (2011), Am. J. Obstet. Gyne-

col. 204:205e1-11; Chen, E.Z. et al. (2011), PLoS One 6:e21791; Sehnert, A.J. et al. (2011), Clin. Chem. 

57:1042-1049; Palomaki, G.E. et al. (2012); Genet. Med. 14:296-305; Bianchi, D.W. et al. (2012), Obstet. Gy-

necol. 119:890-901; Zimmerman, B. et al. (2012), Prenat. Diag. 32:1233-1241; Nicolaides, K.H. et al. (2013), 

Prenat. Diagn. 33:575-579; Sparks, A.B. et al. (2012), Prenat. Diagn. 32:3-9). В настоящее время четыре ком-

пании в Соединенных Штатах (SEQUENOM Inc., Verinata Health, Inc., Natera и Ariosa) предлагают тести-

рование НИПТ с применением подходов секвенирования следующего поколения. 

В первоначальных подходах к НИПТ применялись такие методики ССП, как массово-параллельное 

дробное секвенирование (МПДС) (см., например, патенты США № 7888017, 8008018, 8195415, 8296076, 

8682594, публикацию заявки на патент США 20110201507, публикацию заявки на патент США 

20120270739). Таким образом, эти подходы основаны на целом геноме, в которых весь материнский об-

разец, содержащий как материнскую ДНК, так и свободную эмбриональную ДНК, подвергают амплифи-

кации, секвенированию и анализу. 

Совсем недавно были разработаны целенаправленные подходы ССП для НИПТ, при которых сек-

венируют только конкретные последовательности, представляющие интерес. Например, описан подход 
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ССП на основе SNP, включающий целевую амплификацию и анализ SNP на хромосомах 13, 18, 21, X и Y 

в одной реакции (Zimmerman, В. et al. (2012), Prenat. Diag. 32:1233-1241; Nicolaides, K.H. et al. (2013), 

Prenat. Diagn. 33: 575-579; публикация PCT WO 2011/041485; патент США № 8825412). Кроме того, был 

разработан подход на основе ССП, при котором секвенируют только конкретные области, представляю-

щие интерес, при этом три зонда на целевой локус гибридизируют с дополнительной матрицей. Сразу 

после гибридизации указанных трех зондов их лигируют, вследствие чего образуется один непрерывный 

длинный зонд, который затем амплифицируют и секвенируют (Sparks, А.В. et al. (2012), Prenat. Diagn. 

32:3-9; публикация патента США 20120034603). Образцы анализируют с помощью мультиплексного 

анализа, называемого цифровым анализом выбранных областей (ЦАВО). Такие целевые подходы требу-

ют значительно меньшего количества этапов секвенирования, чем подходы МПДС, поскольку секвени-

рование выполняется только на определенных локусах в интересующей хромосоме, а не на всем геноме. 

На сегодняшний день по-прежнему существует необходимость в дополнительных методиках для 

подходов к НИПТ, основанных на ССП, в частности подходов, которые могут быть нацелены на кон-

кретные последовательности, представляющие интерес, в результате чего значительно уменьшается ко-

личество необходимых этапов секвенирования по сравнению с подходами, основанными на вовлечении 

целого генома. 

Краткое описание сущности изобретения 

В данном изобретении предлагаются способы неинвазивного пренатального тестирования, которые 

позволяют обнаруживать риск хромосомных аномалий и используют целевой подход для обогащения 

последовательностей, представляющих интерес, перед массово-параллельным секвенированием и стати-

стическим анализом, что позволяет проводить высокоточный подсчет и оценку хромосомных состав-

ляющих материнской плазмы в областях, представляющих интерес. Таким образом, способы согласно 

данному изобретению уменьшают количество этапов секвенирования, необходимое для массово-

параллельного секвенирования, обеспечивают высокую пропускную способность анализа со снижением 

стоимости и очень высокой степенью точности. В способах по данному изобретению применяется пул 

последовательностей целевого захвата (ПЦЗ) для обогащения последовательностей, представляющих 

интерес, в смешанном образце, содержащем как материнскую, так и эмбриональную ДНК. В частности, 

пул ПЦЗ разработан таким образом, что последовательности в пуле имеют функции, которые оптимизи-

руют эффективность, специфичность и точность оценки хромосомных аномалий. Если более конкретно, 

то оптимизируются размеры ПЦЗ, количество ПЦЗ, их размещение на хромосоме(ах), представляющей 

интерес, и их содержание GC. Гибридизация ПЦЗ с библиотекой последовательностей, полученной из 

смешанного образца ДНК матери и эмбриона (например, образца материнской плазмы, содержащего 

сэДНК), с последующим выделением последовательностей в пределах библиотеки, которые связываются 

с ПЦЗ, позволяет обогащать только те области хромосом, которые представляют интерес, перед массово- 

параллельным секвенированием и анализом. 

Соответственно, в одном аспекте данного изобретения предлагается способ анализа риска хромо-

сомной аномалии в хромосоме, представляющей интерес, в ДНК плода, в смешанном образце ДНК мате-

ри и эмбриона, при этом указанный способ включает: 

(a) подготовку библиотеки последовательностей из смешанного образца; 

(b) гибридизацию библиотеки последовательностей с пулом последовательностей целевого захвата 

(ПЦЗ), при этом пул ПЦЗ содержит последовательности, которые связываются с одной или более хромо-

сомами, представляющими интерес, и при этом: 

(i) каждая последовательность в пуле составляет 100-260, и/или 100-300, и/или 100-350 п.о. в длину, 

причем каждая последовательность имеет 5'-конец и 3'-конец; 

(ii) каждая последовательность в пуле связывается с хромосомой(ами), представляющей интерес, по 

меньшей мере на расстоянии 150 пар оснований как на 5'-конце, так и на 3'-конце от областей, содержа-

щих вариации числа копий, сегментные дублирования или повторяющиеся элементы ДНК; а также 

(iii) содержание GC в ПЦЗ составляет 19-50, и/или 19-60, и/или 19-70, и/или 19-80%; 

(c) выделение элементов библиотеки последовательностей, которые связываются с ПЦЗ для полу-

чения обогащенной библиотеки; 

(d) амплификацию и секвенирование обогащенной библиотеки; а также 

(е) проведение статистического анализа на выходе секвенирования обогащенных последовательно-

стей библиотеки, чтобы тем самым определить риск хромосомной и/или другой генетической аномалии в 

ДНК плода. 

В одном варианте реализации данного изобретения хромосомная аномалия представляет собой ане-

уплоидию, такую как трисомия. Хромосомой, представляющей интерес, может быть любая хромосома, 

хотя предпочтительные хромосомы включают хромосомы 13, 18, 21, X и Y. Предпочтительной анеуп-

лоидией для обнаружения является трисомия 21 (Т21). В дополнение к количественным аномалиям, та-

ким как анеуплоидия, данное изобретение позволяет обнаруживать другие типы хромосомных аномалий, 

таких как структурные нарушения, включая, но не ограничиваясь ими, изменения количества копий, 

включая, но не ограничиваясь ими, микроделеции и микродупликации, вставки, транслокации, инверсии 

и мутации небольшого размера, включая точечные мутации и мутационные подписи. 
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В одном варианте реализации данного изобретения пул ПЦЗ фиксируют на твердой подложке. На-

пример, ПЦЗ могут быть биотинилированы и связаны с магнитными гранулами, покрытыми стрептави-

дином. В другом варианте реализации данного изобретения пул ПЦЗ может свободно перемещаться в 

растворе. 

В одном варианте реализации данного изобретения ПЦЗ предназначены для связывания с хромосо-

мой, представляющей интерес, и одной или более эталонными последовательностями для определения 

риска хромосомной аномалии в хромосоме, представляющей интерес. В альтернативном варианте пул 

ПЦЗ может быть сконструирован таким образом, чтобы он мог связываться с множеством хромосом, 

представляющих интерес, и тем самым была возможность обнаруживать риск множественных хромо-

сомных аномалий, а также, например, пол плода, причем все это в рамках одного анализа образца. На-

пример, в одном варианте реализации данного изобретения пул ПЦЗ содержит различные последова-

тельности, которые связываются с хромосомами 13, 18, 21 и X или с хромосомами 13, 18, 21, X и Y. 

В различных вариантах реализации данного изобретения содержание GC в ПЦЗ составляет от 19 до 

80%, от 19 до 70%, от 19 до 60%, от 19 до 50%, от 19 до 49%, от 19 до 48%, от 19 до 47%, от 19 до 46%, 

от 19 до 45%, от 19 до 44%, от 19 до 43%, от 19 до 42%, от 19 до 41% или от 19 до 40%. 

В различных вариантах реализации данного изобретения каждая последовательность в пуле ПЦЗ 

составляет от 100 до 350 пар оснований, 150-260 пар оснований, 100-200 пар оснований или 200-260 пар 

оснований в длину. В одном варианте реализации данного изобретения каждая последовательность в 

пуле ПЦЗ составляет 250 пар оснований в длину. 

В различных вариантах реализации данного изобретения пул ПЦЗ может содержать 800 или более, 

1500 или более отличающихся последовательностей, 2000 или более отличающихся последовательно-

стей, 2500 или более отличающихся последовательностей или 3000 или более отличающихся последова-

тельностей. В одном варианте реализации данного изобретения пул ПЦЗ содержит 1600 отличающихся 

последовательностей. 

В одном варианте реализации данного изобретения в результате секвенирования обогащенной биб-

лиотеки получают данные о глубине считывания локусов, обнаруживаемых на хромосоме, представ-

ляющей интерес, и глубине считывания эталонных локусов, при этом статистический анализ выполняют 

с применением алгоритма, который последовательно анализирует глубину считывания локусов обнару-

живаемых на хромосоме, представляющей интерес, по сравнению с глубиной считывания для эталонных 

локусов, в результате чего обнаруженные различия могут указывать на наличие генетических вариантов. 

Этапы алгоритма могут включать, но не ограничиваются, (а) удаление локусов, секвенированных ненад-

лежащим образом; (b) уменьшение погрешности показателей содержания GC и (с) классификацию стату-

са плоидности. В одном варианте реализации данного изобретения погрешность содержания GC умень-

шают путем группирования локусов с сопоставимым содержанием GC. 

В другом варианте реализации данного изобретения секвенирование обогащенной библиотеки 

обеспечивает размер фрагментов не содержащего клеток генетического материала, захваченного ПЦЗ, 

при этом статистический анализ выполняют с применением алгоритма, который сравнивает и сопостав-

ляет распределение размеров фрагментов из анализируемых локусов и эталонных локусов, в результате 

чего различия в распределении указывают на наличие генетических вариантов. Этапы алгоритма могут 

включать, но не ограничиваются, (а) удаление резко выделяющихся размеров фрагментов; (b) создание 

бинарного распределения размеров фрагментов и (с) тестирование бинарного распределения размеров 

фрагментов, происходящих из области, представляющей интерес, по сравнению с соответствующим рас-

пределением эталонных локусов, с целью классификации состояния плоидности. 

Как правило, статус плоидности классифицируют путем применения одного или более статистиче-

ских методов. Например, статистический метод можно выбрать из группы, состоящей из t-критерия, 

двумерного непараметрического бутстреп-критерия, стратифицированного критерия перестановки и би-

номиального критерия пропорций и/или их комбинаций. В одном варианте реализации данного изобре-

тения к образцу применяют все четыре вышеупомянутых статистических метода. Как правило, в резуль-

тате применения статистического метода получают балльную оценку для смешанного образца, при этом, 

когда балльная оценка для смешанного образца является выше эталонного порогового значения, подоз-

ревают риск хромосомной аномалии в ДНК плода. Способ по данному изобретению может дополнитель-

но включать оценку фракции ДНК плода в смешанном образце. 

В другом варианте реализации данного изобретения статистический метод может быть выбран из 

группы, состоящей из t-критерия, двумерного непараметрического бутстреп-критерия и стратифициро-

ванного критерия перестановки. В одном варианте реализации данного изобретения к образцу применя-

ют все вышеупомянутые статистические методы. Как правило, в результате применения статистического 

метода получают балльную оценку для смешанного образца, при этом, когда балльная оценка для сме-

шанного образца является выше эталонного порогового значения, подозревают риск хромосомной ано-

малии в ДНК плода. Способ по данному изобретению может дополнительно включать оценку фракции 

ДНК плода в смешанном образце. 

В другом аспекте данного изобретения предлагаются наборы для выполнения способа по данному 

изобретению. В одном варианте реализации данного изобретения набор содержит контейнер, содержа-
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щий пул ПЦЗ, и инструкции для выполнения указанного способа. В различных других вариантах реали-

зации данного изобретения набор содержит дополнительные компоненты для выполнения других этапов 

указанного способа. 

Краткое описание графических материалов 

На фиг. 1 приведена схема мультиплексного параллельного анализа целевых геномных областей с 

целью неинвазивного пренатального тестирования с применением последовательностей целевого захвата 

(ПЦЗ). 

Фиг. 2 представляет собой перечень типовых хромосомных областей для амплификации ПЦЗ, кото-

рые связываются с хромосомами 13, 18, 21 или X. 

Фиг. 3 представляет собой график балльной оценки 98 образцов материнской крови, подвергнутых 

мультиплексному параллельному анализу целевых геномных областей с применением ПЦЗ для обнару-

жения риска трисомии 21, при этом различия в средней глубине считывания условно парных групп ана-

лизировали на статистическую значимость, используя формулу t-критерия (называемого в данном доку-

менте статистическим методом 1). 

Фиг. 4 представляет собой график балльной оценки 98 образцов материнской крови, подвергнутых 

мультиплексному параллельному анализу целевых геномных областей с применением ПЦЗ для обнару-

жения риска трисомии 21, анализируемого с помощью двумерного непараметрического бутстреп-

критерия (называемого в данном документе статистическим методом 2). 

Фиг. 5 представляет собой график балльной оценки 98 образцов материнской крови, подвергнутых 

мультиплексному параллельному анализу целевых геномных областей с применением ПЦЗ для обнару-

жения риска трисомии 21, анализируемого с помощью стратифицированного критерия перестановки (на-

зываемого в данном документе статистическим методом 3). 

Фиг. 6 представляет собой график балльной оценки 98 образцов материнской крови, подвергнутых 

мультиплексному параллельному анализу целевых геномных областей для обнаружения риска трисомии 

21, анализируемого с помощью биномиального критерия пропорций по размерам фрагментов (называе-

мого в данном документе статистическим методом 4). 

Фиг. 7 представляет собой график взвешенных балльных оценок 98 образцов материнской крови, 

полученных в результате анализа с применением статистических методов 1, 2, 3 и метода взвешенной 

балльной оценки 1, как показано на фиг. 3-5. 

Фиг. 8 представляет собой график взвешенных балльных оценок 98 образцов материнской крови, 

полученных в результате анализа с применением статистических методов 1, 2, 3, 4 и метода взвешенной 

балльной оценки 1, как показано на фиг. 3-6. 

Фиг. 9 представляет собой график альтернативного взвешенного подхода, метод взвешенной балль-

ной оценки 2, относительно балльных оценок 98 образцов материнской крови, полученных в результате 

анализа с применением статистических методов 1, 2 и 3, как показано на фиг. 3-5. 

Фиг. 10 представляет собой график балльной оценки 9 синтезированных образцов, подвергнутых 

мультиплексному параллельному анализу целевых геномных областей с применением ПЦЗ для 7q11.23, 

проанализированных с помощью варианта статистического метода 1 для обнаружения микроделеций. 

Фиг. 11 представляет собой график балльной оценки 9 синтезированных образцов, подвергнутых 

мультиплексному параллельному анализу целевых геномных областей с применением ПЦЗ для 7q11.23, 

проанализированных с помощью варианта статистического метода 1 для обнаружения микродупликаций. 

Подробное описание сущности изобретения 

Изобретение относится к способу НИПТ, который включает гибридизационное обогащение вы-

бранных целевых областей генома человека в мультиплексном панельном анализе с последующей коли-

чественной оценкой в сочетании с новым биоинформационным подходом и математическим анализом. В 

прошлом для обогащения конкретных областей, представляющих интерес, осуществляли обогащение 

гибридизацией в растворах перед секвенированием (см., например, Meyer, M and Kirchner, M. (2010), 

Cold Spring Harb. Protoc. 2010(6):pdbprot5448; Liao, G.J. et al. (2012), PLoS One 7:e38154; Maricic, T. et al. 

(2010), PLoS One 5:el4004; Tewhey, R. et al. (2009), Genome Biol. 10:R116; Tsangaras, K. et al. (2014), PLoS 

One 9:e109101). Однако для способов НИПТ по данному изобретению целевые последовательности, 

применяемые для обогащения конкретных областей, представляющих интерес, которые необходимы для 

обнаружения риска хромосомной аномалии, оптимизировали для максимальной эффективности, специ-

фичности и точности. В геноме человека содержится много элементов, которые могут искажать и за-

труднять любой тип генетического анализа, тем самым подтверждая преимущество целевого подхода в 

НИПТ. Учитывая это, сложность генома человека и наличие этих искажающих элементов требуют тща-

тельного проектирования последовательностей целевого захвата, применяемых для обогащения. Как 

описано в данном документе, разработаны оптимальные последовательности целевого захвата (ПЦЗ), 

которые обеспечивают более простое и более надежное НИПТ, сводя к минимуму риски ложноположи-

тельных и ложноотрицательных результатов, которые связаны с применением для НИПТ целого генома 

и неизбежного секвенирования искажающих элементов. 

Способ по данному изобретению для тестирования риска хромосомной аномалии в хромосоме, 

представляющей интерес, в ДНК плода в смешанном образце материнской и ДНК плода, включает: 
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(a) подготовку библиотеки последовательностей из смешанного образца; 

(b) гибридизацию библиотеки последовательностей с пулом последовательностей целевого захвата 

(ПЦЗ), при этом пул ПЦЗ содержит последовательности, которые связываются с одной или более хромо-

сомами, представляющими интерес, и при этом: 

(i) каждая последовательность в пуле составляет 100-260 пар оснований в длину, причем каждая 

последовательность имеет 5'-конец и 3'-конец, 

(ii) каждая последовательность в пуле связывается с хромосомой(ами), представляющей интерес, по 

меньшей мере на расстоянии 150 пар оснований как на 5'-конце, так и на 3'-конце от областей, содержа-

щих вариации числа копий (ВЧК), сегментные дублирования или повторяющиеся элементы ДНК, а так-

же 

(iii) содержание GC в ЦПЗ составляет от 19 до 50%; 

(c) выделение элементов библиотеки последовательностей, которые связываются с ПЦЗ для полу-

чения обогащенной библиотеки; 

(d) амплификацию и секвенирование обогащенной библиотеки; а также 

(e) проведение статистического анализа на выходе секвенирования обогащенных последовательно-

стей библиотеки, чтобы тем самым определить риск хромосомной аномалии в ДНК плода. 

Также включены наборы для выполнения способа по данному изобретению. 

Различные аспекты этого изобретения более подробно описаны в следующих подразделах. 

Проектирование последовательности целевого захвата. 

В данном контексте термин "последовательности целевого захвата" или "ПЦЗ" относится к корот-

ким последовательностям ДНК, которые являются комплементарными с областью (областями), пред-

ставляющей интерес, на хромосоме (хромосомах) и которые применяются в качестве "приманки" для 

захвата и обогащения области, представляющей интерес, из большой библиотеки последовательностей, 

такой как библиотека последовательностей целого генома, полученная из образца материнской плазмы. 

Пул ПЦЗ применяется для обогащения, при этом последовательности в пуле оптимизированы в отноше-

нии (i) длины последовательностей; (ii) распределения ПЦЗ по области (областям), представляющей ин-

терес; и (iii) содержания GC в ПЦЗ. Также оптимизировано количество последовательностей в пуле ПЦЗ 

(размер пула). 

Обнаружено, что ПЦЗ, имеющие длину 100-260 пар оснований, являются оптимальными для мак-

симизации эффективности обогащения. 

В различных других вариантах реализации данного изобретения каждая последовательность в пуле 

ПЦЗ составляет 150-260 пар оснований, 100-200 пар оснований, 200-260 пар оснований или 100-350 пар 

оснований в длину. В предпочтительных вариантах реализации данного изобретения длина ПЦЗ в пуле 

составляет 250 или 260 пар оснований. Специалисту в данной области техники будет понятно, что не-

большое изменение размера ПЦЗ обычно может применяться без изменения результатов (например, до-

бавление или удаление нескольких пар оснований на обоих концах ПЦЗ); соответственно, длины пар 

оснований, приведенные в данном документе, должны рассматриваться с определением "около" или 

"приблизительно", что допускает небольшое изменение (например, 1-5%) по длине. Таким образом, на-

пример, длина "250 пар оснований" предназначена для обозначения "около 250 пар оснований" или 

"приблизительно 250 пар оснований", таким образом, термином охватываются, например, также 248 или 

252 пары оснований. 

Распределение ПЦЗ в каждой области или хромосоме, представляющей интерес, оптимизировали 

во избежание повторов с высокой степенью копий, повторов с низкой степенью копий и вариантов коли-

чества копий, и в то же время также для получения возможности нацеливания на информативные одно-

нуклеотидные полиморфизмы (SNP) с тем, чтобы можно было определить как анеуплоидию, так и струк-

турное изменение числа копий, а также осуществить оценку фракции эмбриона (ff). Соответственно, ка-

ждая последовательность в пуле ПЦЗ сконструирована таким образом, что 5'-конец и 3'-конец находятся 

по меньшей мере на расстоянии 150 пар оснований от областей в геноме, которые, как известно, содер-

жат один или более следующих геномных элементов: вариации числа копий (ВЧК), сегментные дубли-

рования и/или повторяющиеся элементы ДНК (такие как транспозируемые элементы или области тан-

демного повтора). В различных других вариантах реализации данного изобретения каждая последова-

тельность в пуле ПЦЗ сконструирована таким образом, что 5'-конец и 3'-конец находятся по меньшей 

мере на расстоянии 200, 250, 300, 400 или 500 пар оснований от областей в геноме, которые, как извест-

но, содержат один или более из вышеупомянутых элементов. 

Термин "вариации числа копий" является термином в области техники, который относится к форме 

структурных вариаций в геноме человека, при этом у разных индивидуумов могут быть изменения в 

ДНК генома, что у некоторых индивидуумов может привести к меньшему или большему количеству 

участка (ов) генома, по сравнению с нормальным количеством. ВЧК соответствуют относительно боль-

шим областям генома, которые могут быть удалены (например, участок, который обычно представляет 

собой A-B-C-D, может стать A-B-D) или могут быть продублированы (например, участок, который 

обычно представляет собой A-B-C-D, может стать A-B-C-C-D). На ВЧК приходится около 13% генома 

человека, причем каждый вариант варьируется в размере от около 1 килобазы до нескольких мегабаз. 
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Термин "сегментные дублирования" (также известный как "повторы с низкой степенью копий") 

также является термином в области техники, который относится к блокам ДНК, которые варьируются от 

около 1 до 400 килобаз в длину, встречаются на более чем одном участке в геноме и обычно характери-

зуются высоким уровнем (более 90%) идентичности последовательности. Сегментные дублирования 

описаны, например, в Eichler. E.E. (2001), Trends Genet. 17:661-669. 

Термин "повторяющиеся элементы ДНК" (также известный как "повторная ДНК" или "повторяю-

щаяся ДНК") также является термином в области техники, который относится к образцам ДНК, встре-

чающимся в множестве копий по всему геному. Термин "повторяющийся элемент ДНК" охватывает тер-

минальные повторы, тандемные повторы и рассеянные повторы, включая транспозируемые элементы. 

Повторяющиеся элементы ДНК в ССП обсуждаются дополнительно, например, в работе Todd, J. et al. 

(2012), Nature Reviews Genet. 13:36-46. 

ПЦЗ спроектированы со специфическими характеристиками содержания GC с целью минимизации 

погрешности данных GC и получения возможности использовать обычный и инновационный подход к 

анализу данных. Установлено, что ПЦЗ с содержанием GC, составляющим 19-50%, достигают оптималь-

ного обогащения и лучше всего функционируют с эмбриональной внеклеточной ДНК. В пределах пула 

ПЦЗ различные последовательности могут иметь различное содержание % GC, хотя для их включения в 

пул, содержание % GC в каждой последовательности выбирают в пределах 19-50%. В некоторых случаях 

пул ПЦЗ может быть выбран таким образом, чтобы определить другой диапазон содержания % GC, ко-

торый считается более пригодным для оценки конкретных генетических аномалий. Неограничивающие 

примеры различных диапазонов содержания % GC могут составлять от 19 до 75%, от 19 до 65%, от 19 до 

55%, от 19 до 50%, от 19 до 49%, от 19 до 48%, от 19 до 47%, от 19 до 46, от 19 до 45%, от 19 до 44%, от 

19 до 43%, от 19 до 42%, от 19 до 41% или от 19 до 40%. 

Как описано более подробно ниже в отношении одного варианта осуществления анализа данных, 

после амплификации и секвенирования обогащенных последовательностей анализируемые локусы и эта-

лонные локусы затем могут быть "сопоставлены" или сгруппированы вместе в соответствии с содержа-

нием % GC в них (например, анализируемые локусы с содержанием % GC, составляющем 40%, сопос-

тавляются с эталонными локусами с содержанием % GC, составляющем 40%). Следует понимать, что 

процедура сопоставления содержания % GC может допускать небольшое изменение в разрешенном диа-

пазоне сопоставления % GC. В неограничивающем примере и со ссылкой на ранее описанный пример в 

тексте анализируемый локус с содержанием % GC, составляющим 40%, может быть сопоставлен с эта-

лонными локусами с содержанием % GC в диапазоне от 39-41%, тем самым охватывая содержание % GC 

в анализируемом локусе в рамках пригодного диапазона. 

Для подготовки пула ПЦЗ, имеющего оптимизированные критерии, изложенные выше, в отноше-

нии размера, размещения в геноме человека и содержания % GC, для анализа эталонного генома челове-

ка можно применять как ручные, так и компьютеризированные методы анализа, известные в данной об-

ласти техники. В одном варианте реализации данного изобретения применяют полуавтоматический ме-

тод, когда области сначала проектируют вручную на основе конструкции эталонного генома 19 человека 

(hg19), следя за тем, чтобы избежать вышеупомянутых повторяющихся областей, а затем проверяют со-

держание GC с применением программного обеспечения, которое вычисляет содержание % GC каждой 

области на основе ее координат на конструкции эталонного генома 19 человека (hg19). В другом вариан-

те реализации данного изобретения специально разработанное программное обеспечение применяют для 

анализа эталонного генома человека с целью определения пригодных областей ПЦЗ, которые соответст-

вуют определенным критериям, таким как, но не ограничиваясь ими, содержание % GC, близость к по-

вторяющимся областям и/или близость к другим ПЦЗ. 

Количество ПЦЗ в пуле тщательно проверяли и корректировали для достижения наилучшего балан-

са между устойчивостью результата и стоимостью/пропускной способностью анализа. Пул обычно со-

держит не менее 800 или более ПЦЗ, но может включать больше, например 1500 или более ПЦЗ, 2000 

или более ПЦЗ или 2500 или более ПЦЗ. Обнаружено, что оптимальное количество ПЦЗ в пуле составля-

ет 1600. Специалисту в данной области техники будет понятно, что небольшое изменение размера пула 

обычно может быть реализовано без изменения результатов (например, добавление или удаление не-

большого количества ПЦЗ); соответственно, размеры количества пула, приведенного в данном докумен-

те, должны рассматриваться как "приблизительные" или "примерные", что допускает небольшое измене-

ние (например, 1-5%). Так, например, термин размер пула "1600 последовательностей" предназначен для 

обозначения "около 1600 последовательностей" или "приблизительно 1600 последовательностей", таким 

образом, термин включает также, например, 1590 или 1610 последовательностей. 

Принимая во внимание вышеизложенное, в другом аспекте данного изобретения предлагается спо-

соб получения пула ПЦЗ для применения в способе по данному изобретению с целью обнаружения риска 

хромосомной и/или другой генетической аномалии, при этом способ получения пула ПЦЗ включает вы-

бор областей в одной или более хромосомах, представляющих интерес и соответствующих вышеприве-

денным критериям (например, имеющих расстояние от вышеупомянутых повторяющихся последова-

тельностей, составляющее по меньшей мере 150 пар оснований, на любом конце, и характеризующихся 

содержанием GC от 19 до 50%), получение праймеров, которые амплифицируют последовательности, 
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гибридизующиеся с выбранными областями, и амплификацию последовательности, причем каждая по-

следовательность имеет длину 100-260 пар оснований. 

Забор и подготовка образца. 

Способы по данному изобретению выполняются на смешанном образце, который содержит как ма-

теринскую, так и эмбриональную ДНК. Обычно образец представляет собой образец материнской плаз-

мы, хотя можно применять другие источники ткани, которые содержат как материнскую, так и эмбрио-

нальную ДНК. Материнскую плазму можно получить из образца периферической цельной крови бере-

менной женщины, при этом плазму можно получить с помощью стандартных способов. С целью получе-

ния пригодного материала ДНК для анализа согласно способу по данному изобретению достаточно 2-4 

мл плазмы. Общую, внеклеточную ДНК можно затем экстрагировать из образца с помощью стандартных 

способов, неограничивающие примеры которых включают протокол Qiasymphony (Qiagen), пригодный 

для выделения свободной ДНК плода, или любой другой ручной или автоматический способ экстракции, 

пригодный для выделения внеклеточной ДНК. 

После выделения внеклеточную ДНК смешанного образца применяют для конструкции библиотеки 

последовательностей с целью достижения совместимости образца с технологией секвенирования по ходу 

транскрипции, такой как, но не ограничиваясь ею, секвенирование следующего поколения Illumina. Как 

правило, указанная технология включает лигирование адаптеров на концах фрагментов внеклеточной 

ДНК, с последующей амплификацией. Наборы для подготовки библиотеки последовательностей являют-

ся коммерчески доступными. Неограничивающий типовый протокол для подготовки библиотеки после-

довательностей подробно описан в Примере 1. 

Обогащение с помощью гибридизации ПЦЗ. 

Представляющую интерес область (области) на представляющей интерес хромосоме (хромосомах) 

обогащают с помощью гибридизации пула ПЦЗ с библиотекой последовательностей с последующим 

выделением этих последовательностей в пределах библиотеки последовательностей, которая связывается 

с ПЦЗ. Чтобы облегчить выделение желаемых обогащенных последовательностей, как правило, последо-

вательности ПЦЗ модифицируют таким образом, что последовательности, которые гибридизуются с 

ПЦЗ, могут быть отделены от последовательностей, которые не гибридизуются с ПЦЗ. Как правило, это 

достигается путем фиксации ПЦЗ к твердой подложке. Это позволяет физически разделить те последова-

тельности, которые связывают ПЦЗ, с теми последовательностями, которые не связывают ПЦЗ. Напри-

мер, каждую последовательность в пуле ПЦЗ можно пометить биотином, и затем пул можно связать с 

гранулами, покрытыми биотинсвязывающим веществом, таким как стрептавидин или авидин. В пред-

почтительном варианте реализации данного изобретения ПЦЗ маркируют биотином и связывают с маг-

нитными гранулами, покрытыми стрептавидином. Специалисту в данной области техники, однако, будет 

понятно, что в данной области техники известны и другие системы с аффинностью связывания, которые 

могут применяться вместо биотина-стрептавидина/авидина. Например, можно применять систему на 

основе антител, в которой ПЦЗ маркируют антигеном и затем связывают с гранулами, покрытыми анти-

телами. Кроме того, ПЦЗ могут включать на одном конце тег последовательности и могут быть связаны с 

твердой подложкой посредством комплементарной последовательности на твердой подложке, которая 

гибридизуется с тегом последовательности. Кроме того, помимо магнитных гранул, можно применять 

другие типы твердых подложек, такие как полимерные гранулы и т.п. 

В результате обогащения представляющей интерес последовательности (последовательностей) с 

помощью ПЦЗ формируется обогащенная библиотека, затем элементы обогащенной библиотеки элюи-

руют из твердой подложки, амплифицируют и секвенируют с помощью стандартных способов, извест-

ных в данной области техники. Как правило, применяют технологию стандартного секвенирования сле-

дующего поколения Illumina, хотя можно также применять другие технологии секвенирования, которые 

обеспечивают очень точный подсчет в дополнение к информации о последовательности. Обнаружение 

генетических аномалий, таких как, но не ограничиваясь ими, анеуплоидии или изменения числа струк-

турных копий, требует очень точного подсчета, при этом ССП представляет собой технологию, которая 

обеспечивает очень точный подсчет. Соответственно, для обнаружения генетических аномалий, таких 

как, но не ограничиваясь ими, анеуплоидии или изменения числа структурных копий, можно применять 

другие точные методы подсчета, такие как цифровая ПЦР и микроматричный анализ, вместо ССП. Неог-

раничивающие типовые протоколы для амплификации и секвенирования обогащенной библиотеки под-

робно описаны в Примере 3. 

Анализ данных. 

Информацию, полученную из последовательности обогащенной библиотеки, анализируют с приме-

нением инновационного биоматематического/биостатистического анализа данных. В подходе к этому 

анализу используются характеристики ПЦЗ, а высокая эффективность захвата цели позволяет эффектив-

но обнаруживать анеуплоидии или изменения числа структурных копий, а также другие типы генетиче-

ских аномалий. Детали типового анализа подробно описаны в Примере 4. При проведении анализа на 

первом этапе секвенированные фрагменты ДНК образца выравнивают с эталонным геномом человека. 

Показатели ПК применяют для проверки свойств выровненных образцов и определения того, пригоден 

ли образец для классификации. Эти показатели ПК могут включать, но не ограничиваться ими, анализ 
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моделей обогащения локусов, представляющих интерес, такой как, например, общая глубина секвениро-

вания образца, целевой результат секвенирования образца, производительность ПЦЗ, ожидаемая по-

грешность показателей содержания GC и количественное определение фракции эмбриона. Для опреде-

ления риска хромосомной аномалии в ДНК плода образца применяют инновационный алгоритм. Этапы 

алгоритма включают, но не ограничиваются ими, удаление локусов, секвенированных ненадлежащим 

образом, извлечение информации о глубине считывания и размере фрагмента в ПЦЗ-специфичных коор-

динатах, уменьшение погрешности генетических показателей (содержание GC) и классификацию статуса 

плоидности. 

Определение статуса плоидности достигается с применением одного или более статистических ме-

тодов, неограничивающие примеры которых включают t-критерий, бутстреп-критерий, критерий пере-

становки и/или биномиальный критерий пропорций и/или их комбинации. Специалисту в данной облас-

ти техники будет понятно, что выбор и применение методов, необходимых для определения статуса пло-

идности, основывается на количестве доступных данных наблюдений. Таким образом, пригодность каж-

дого метода определяется различными факторами, такими как, но не ограничиваясь ими, количество 

применяемых ПЦЗ и соответствующее применение с целью уменьшения погрешности показателей GC, 

если это применимо. Таким образом, вышеупомянутые методы следует рассматривать в качестве приме-

ров типов статистического анализа, которые могут быть применены, но в тоже время не являются един-

ственными методами, пригодными для определения статуса плоидности. Как правило, в результате при-

менения статистического метода получают балльную оценку для смешанного образца, при этом, когда 

балльная оценка для смешанного образца является выше эталонного порогового значения, подозревают 

риск хромосомной аномалии в ДНК плода. 

В частности, один из аспектов статистического анализа включает количественное определение и 

уменьшения погрешности показателей содержания GC. В дополнение к проблеме обнаружения неболь-

ших изменений сигнала в ДНК плода в смешанном образце (например, но не ограничиваясь этим, в до-

полнительном или меньшем генетическом материале из некоторых эмбриональных хромосомных облас-

тей), процесс секвенирования сам обусловливает определенные погрешности, которые могут затруднять 

обнаружение сигнала. Одной из таких погрешностей может характеризоваться показатель содержания 

GC, на основе которого осуществляется предпочтительное секвенирование/амплификация генетических 

областей. Таким образом, некоторые способы обнаружения, такие как, но не ограничиваясь ими, способы 

на основе глубины считывания, должны учитывать такую погрешность при анализе данных секвениро-

вания. Таким образом, необходимо помнить о погрешности данных, и, следовательно, пригодные спосо-

бы применять с их учетом, в результате чего зависимости генетического содержания не будут иметь воз-

можности влиять на какие-либо статистические методы, которые могут применяться для количественной 

оценки риска генетической аномалии плода. 

Например, одним из способов количественного определения погрешности содержания GC является 

применение метода локально взвешенного сглаживания диаграммы рассеяния (LOESS) для данных сек-

венирования. Каждый целевой локус можно определить по его результату глубины считывания при сек-

венировании и "содержанию GC" в нем. Линия наилучшего соответствия этим двум переменным для 

большого набора локусов обеспечивает оценку ожидаемой глубины считывания при секвенировании с 

учетом содержания GC. Как только этот этап количественного определения погрешности показателей 

содержания GC будет завершен, следующим этапом будет применение этой информации для учета воз-

можных погрешностей в данных. Одним из способов является нормализация глубины считывания всех 

локусов относительно их ожидаемой глубине считывания (на основе содержания GC в каждом локусе). В 

принципе, это разъединяет данные глубины считывания и показатели генетического содержания, тем 

самым обеспечивая сопоставимость всех данных между собой. Таким образом, данные, которые извле-

каются из областей с разным содержанием GC, например, но не ограничиваясь этим, из разных хромо-

сом, теперь можно применять в последующих статистических анализах для обнаружения любых анома-

лий. Таким образом, с помощью процедуры LOESS, погрешности показателей содержания GC разъеди-

няют с данными глубины считывания до проведения статистического анализа. В одном варианте реали-

зации данного изобретения статистический анализ обогащенных библиотек последовательностей вклю-

чает уменьшение погрешности показателей содержания GC с помощью процедуры LOESS. 

В альтернативном предпочтительном варианте реализации данного изобретения погрешность пока-

зателя содержания GC определяют количественно и уменьшают путем группирования локусов с анало-

гичным (сопоставимым) показателем содержания GC. Таким образом, концептуально этот способ 

уменьшения погрешности показателей содержания GC состоит из трех этапов: 

1) идентификация и расчет содержания GC в ПЦЗ; 

2) уменьшение/учет погрешности показателей содержания GC с помощью различных процедур со-

поставления/группирования ПЦЗ; а также 

3) расчет риска любых генетических аномалий, которые могут присутствовать у плода с помощью 

статистических и математических методов на наборах данных, полученных на этапе 2. 

При применении t-критерия набор данных разбивают на две группы: анализируемые локусы и эта-

лонные локусы. Для каждой группы создают подмножества групп, в которых локусы классифицируют 
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согласно содержанию в них GC, как показано в неограничивающем примере в табл. 1 выборочных дан-

ных. 

Таблица 1 

 
Специалисту в данной области техники будет понятно, что создание подгруппы может включать 

охват диапазона соответствующего содержания GC и/или подмножества локусов, которые определяются 

данным содержанием GC и/или диапазоном содержания GC. Соответственно, содержание % GC, приве-

денное в неограничивающем примере табл. 1, следует рассматривать как "приблизительное" или "при-

мерное", что допускает небольшое изменение (например, 1-2%). Так, например, содержание % GC, со-

ставляющее "40%" может обозначать "около 40%" или "приблизительно 40%"; таким образом, термином 

охватывается, например, также содержание % GC "39-41%" в локусах, если это будет сочтено целесооб-

разным. 

Следовательно, когда речь идет о конкретном содержании GC, понятно, что подгруппы эталонных 

и анализируемых локусов могут содержать любое количество локусов, характеризующихся определен-

ным % содержания GC и/или диапазоном. 

Затем для каждой подгруппы содержания GC вычисляют репрезентативную глубину считывания. 

Для этого можно применять ряд методов, таких как, но не ограничиваясь ими, метод средних данных, 

метод медианных данных или варианты каждого метода. Таким образом, создают два вектора репрезен-

тативной глубины считывания, при этом один соответствует эталонным локусам, а другой - анализируе-

мым локусам (например, Xm, Ym). В одном варианте реализации данного изобретения два вектора мож-

но проанализировать один против другого для выявления значительных различий в глубине считывания. 

В другом варианте реализации данного изобретения различия двух векторов можно применять для оцен-

ки наличия значительных расхождений между анализируемым и эталонным локусом. Образцу присваи-

вают балл согласно проведенному анализу. 

Для статистического анализа с применением бутстреп-критерия набор данных разбивают на две 

группы: анализируемые локусы и эталонные локусы. Затем рассчитывают содержание GC в каждом ло-

кусе. После этого выполняют следующую процедуру. 

Из эталонных локусов выбирают случайный локус; регистрируют его глубину считывания и содер-

жание GC. Впоследствии из эталонных локусов выбирают случайный локус с единственным условием, 

заключающимся в том, что содержание GC в нем должно быть аналогично эталонному локусу. Регист-

рируют его глубину считывания. Специалисту в данной области техники будет понятно, что сходство 

содержания GC может охватывать диапазон пригодного содержания GC. Таким образом, указание на 

конкретное содержание % GC может рассматриваться как "приблизительное" или "примерное" или "на-

ходящееся в пригодном диапазоне" (например, 1-2%) и охватывать конкретное содержание % GC в ис-

следовании. Таким образом, создают пару "эталонный локус-анализируемый локус" с аналогичным со-

держанием GC. Различия в паре "эталонный локус-анализируемый локус" записывают, например, Е1. 

Затем локусы заменяют на соответствующие группы. Этот процесс повторяют до тех пор, пока не будет 

создана выборочная совокупность с повторениями (бутстреп) того же размера, что и количество сущест-

вующих анализируемых ПЦЗ. Оценивают и регистрируют репрезентативную глубину считывания выбо-

рочной совокупности с повторениями, например, E_mu. Для этого можно применять ряд методов, таких 

как, но не ограничиваясь ими, метод средних величин, варианты или медианное значение вектора и/или 

их комбинации. 

Процесс, описанный выше, повторяют столько раз, сколько необходимо, и создают распределение 

E_mu. Затем образцу присваивают балл, соответствующий процентилю этого распределения. 

Для статистического анализа с применением критерия перестановки сначала набор данных сорти-

руют на две группы: анализируемые локусы и эталонные локусы. В каждой группе создают подмножест-

ва групп, в которых локусы классифицируют согласно сходству по содержанию GC (см. столбцы 2 и 3 

табл. 2 неограничивающих выборочных данных ниже). Также регистрируют количество локусов, при-

сутствующих в каждой анализируемой подгруппе. Локусы анализируемой группы учитывают при вы-

числении оценки глубины считывания анализируемой группы, например, Yobs. Для этого можно вы-

брать репрезентативное количество из каждой подгруппы содержания GC. Для осуществления оценки 

глубины считывания можно применять любое количество методов, таких как, но не ограничиваясь ими, 
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метод средних данных, метод медианных данных или варианты выбранных локусов. 

Таблица 2 

 

 
Затем строили распределение для анализа Yobs с применением локусов независимо от их анализи-

руемого или эталонного статуса следующим образом. Анализируемые или эталонные локусы каждой 

подгруппы содержания GC (см. последний столбец таблицы выборочных данных 2) объединяют для по-

лучения возможности проведения новой оценки глубины считывания. Из каждой объединенной под-

группы случайным образом выбирают количество локусов, при этом это количество ограничено верхним 

значением количества анализируемых локусов, учитываемых при исходном расчете Yobs (например, для 

содержания GC 40% и в контексте неограничивающих выборочных данных в табл. 2, это количество ло-

кусов может находиться в диапазоне [1, ny40]). Новую оценку глубины считывания проводят с учетом 

всех выбранных локусов. Процедуру повторяют столько раз, сколько необходимо, чтобы построить рас-

пределение эмпирических средних. Затем образцу присваивают балл, соответствующий позиции Yobs в 

этом распределении, используя подходящую трансформацию, которая учитывает моменты построенного 

распределения. Как и в случае с уже описанными способами, следует понимать, что незначительное из-

менение содержания % GC (например, 1-2%) является допустимым, если это будет сочтено целесообраз-

ным. 

Следовательно, указание на конкретное содержание GC может расцениваться как "примерное" или 

"приблизительное", в результате чего, например, когда речь идет о содержании GC, составляющем 40%, 

локусы, которые характеризуются таким "примерным" или "приблизительным" содержанием 40% (на-

пример, 39-41%), могут учитываться при осуществлении способа. 

В статистическом анализе с помощью биномиального критерия пропорций учитываются размеры 

фрагментов, выровненные по отношению к ПЦЗ-специфическим геномным координатам. Показано, что 

фрагменты внеклеточного генетического материала, происходящего из плаценты, имеют меньшую длину 

по сравнению с другим внеклеточным генетическим материалом (Chan, K.С. (2004), Clin. Chem. 50:88-

92). Следовательно, представляет интерес статистически обоснованный ответ на вопрос, существуют ли 

достоверные различия в пропорции фрагментов небольшого размера, выровненных по отношению к 

ПЦЗ-специфической анализируемой области, от ожидаемой пропорции при сравнении ее с соответст-

вующей пропорцией фрагментов других ПЦЗ-специфических эталонных областей, поскольку это будет 

указывать на генетические аномалии плода. 

Таким образом, размеры фрагментов делят на две группы. Размеры, относящиеся к анализируемым 

локусам, определяют в одну группу, а размеры фрагментов, относящихся к эталонным локусам, опреде-

ляют в другую группу. Впоследствии в каждой группе размеры фрагментов распределяют по двум под-

группам, в результате чего фрагменты небольшого размера относят в одну подгруппу, а все остальные 

фрагменты относят в оставшуюся подгруппу. На последнем этапе вычисляют пропорцию фрагментов 

небольшого размера в каждой группе и используют эти величины для расчета биномиального критерия 

пропорций. Образцу присваивают балл согласно проведенному анализу в исследовании. 

Конечный результат образца может быть получен путем объединения одного или более показате-

лей, полученных из разных статистических методов, неограничивающие примеры которых приведены в 

Примере 4. 

Наборы по данному изобретению. 

В другом аспекте данного изобретения предлагаются наборы для выполнения способов по данному 

изобретению. В одном варианте реализации данного изобретения набор содержит контейнер, содержа-

щий пул ЦПЗ, и инструкции для выполнения указанного способа. В одном варианте реализации данного 

изобретения ПЦЗ предлагаются в форме, которая позволяет связать их с твердой подложкой, такие как 

биотинилированные ПЦЗ. В другом варианте реализации данного изобретения ПЦЗ предлагаются вместе 

с твердой подложкой, такие как биотинилированный ПЦЗ, поставляемые вместе с магнитными гранула-

ми, покрытыми стрептавидином. В различных других вариантах реализации данного изобретения набор 

может содержать дополнительные компоненты для выполнения других аспектов указанного способа. 

Например, в дополнение к пулу ПЦЗ набор может содержать один или более из следующих элементов: 

(i) один или более компонентов для выделения внеклеточной ДНК из образца материнской плазмы (на-



038117 

- 11 - 

пример, как описано в Примере 1); (ii) один или более компонентов для получения библиотеки последо-

вательностей (например, праймеры, адаптеры, линкеры, рестрикционные ферменты, лигирующие фер-

менты, полимеразные ферменты и тому подобное, как подробно описано в Примере 1); (iii) один или бо-

лее компонентов для амплификации и/или секвенирования обогащенной библиотеки (например, как опи-

сано в Примере 3); и/или (iv) программное обеспечение для выполнения статистического анализа (на-

пример, как описано в Примере 4). 

Примеры 

Данное изобретение дополнительно иллюстрируется следующими примерами, которые не следует 

рассматривать как дополнительно ограничивающие изобретение. Содержание всех ссылок, приложений, 

записей Genbank, патентов и опубликованных патентных заявок, приведенных по всему тексту, полно-

стью включено в данное описание посредством ссылки во всей их полноте. 

Пример 1. Сбор образцов и подготовка библиотеки. 

Сбор образцов. 

Образцы плазмы получали анонимно у беременных женщин после 10-й недели беременности. Про-

токолы, применяемые для сбора образцов для исследования, были одобрены Национальным комитетом 

по биоэтике Кипра, при этом от всех участников было получено информированное согласие. 

Извлечение образцов. 

Внеклеточную ДНК экстрагировали из 2-4 мл плазмы каждого индивидуума с помощью ручного 

или автоматизированного метода экстракции, пригодного для выделения внеклеточной ДНК, например, 

но не ограничиваясь этим, протокол Qiasymphony, пригодный для выделения свободной ДНК плода  

(Qiagen). 

Подготовка библиотеки. 

Извлеченную ДНК из образцов материнской плазмы применяли для конструкции библиотеки по-

следовательностей. Применяли стандартные способы подготовки библиотеки со следующими модифи-

кациями (Meyer, M. and Kircher, M. (2010), Cold Spring Harb. Protoc. 2010(6): pdb prot5448). Библиотеку 

отрицательного контроля экстракции готовили отдельно для мониторинга любой контаминации, возни-

кающей во время эксперимента. На этом этапе заполняли 5-' и 3'-"липкие" концы путем добавления 12 

единиц полимеразы Т4 (NEB), в то время как 5'-фосфаты присоединяли с помощью 40 единиц полинук-

леотид-киназы Т4 (NEB) в 100 мкл реакционной смеси с последующей инкубацией при 25°C в течение 

15 мин, а затем при 12°C в течение 15 мин. Продукты реакции очищали с применением набора MinElute 

(Qiagen). Затем адаптеры Р5 и Р7 (см. подготовку адаптера) лигировали при разведении 1:10 на оба конца 

ДНК с помощью 5 единиц ДНК-лигазы Т4 (NEB) в 40 мкл реакционной смеси в течение 20 мин при ком-

натной температуре с последующей очисткой с помощью набора MinElute (Qiagen). "Ники" удаляли в 

полученной реакции с помощью 16 единиц полимеразы Bst (NEB) в 40 мкл реакционной смеси с после-

дующей инкубацией при 65°C в течение 25 мин, а затем при 12°C в течение 20 мин. Продукты реакции 

очищали с применением набора MinElute (Qiagen). Амплификацию библиотеки проводили с помощью 

полимеразы Fusion (ДНК-полимераза Herculase II Fusion (Agilent Technologies) или полимеразы высокой 

точности Pfusion (NEB)) в 50 мкл реакционных смесей и со следующими условиями циклов: 95°C в тече-

ние 3 мин; затем 10 циклов при 95°C в течение 30 с, 60°C в течение 30 с, 72°C в течение 30 с и, наконец, 

72°C в течение 3 мин. Конечные продукты библиотеки очищали с помощью набора для очистки MinElute 

Kit (Qiagen) и измеряли спектрофотометрически. 

Подготовка адаптеров. 

Отдельно готовили гибридизационные смеси для адаптеров Р5 и Р7 (26) и инкубировали в течение 

10 с при 95°C с последующим снижением температуры от 95 до 12°C со скоростью 0,1°С/с. Реакционные 

смеси Р5 и Р7 объединяли для получения готовой к применению смеси адаптеров (100 мкМ каждого 

адаптера). Гибридизационные смеси готовили следующим образом: реакционная смесь Р5, содержащая 

адаптер Р5_F (500 мкМ) при конечной концентрации 200 мкМ, адаптер Р5+Р7 R (500 мкМ) при конечной 

концентрации 200 мкМ с 1X олиго-гибридизационным буфером. Кроме того, реакционная смесь Р7 со-

держала адаптер P7_F (500 мкМ) при конечной концентрации 200 мкМ, адаптер Р5+Р7_R (500 мкМ) при 

конечной концентрации 200 мкМ с 1X олиго-гибридизационным буфером (30). Последовательности бы-

ли следующими, где * = фосфоротиоатная связь (РТО) (Integrated DNA Technologies) (Meyer, M. and 

Kircher, M. (2010), Cold Spring Harb. Protoc. 2010(6): pdb prot5448): 

 
Пример 2. Разработка и подготовка последовательностей целевого захвата (ПЦЗ). 

Специально разработанные ПЦЗ готовили для обнаружения полных или частичных хромосомных 
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аномалий хромосом 13, 18, 21, X, Y или любой другой хромосомы, а также других генетических анома-

лий, таких как, но не ограничиваясь ими, синдромы микроделеции/микродуликации, транслокации, ин-

версии, вставки и другие мутации точечного или малого размера. Геномные целевые локусы, применяе-

мые для разработки ПЦЗ, выбирали на основе содержания в них GC и расстояния от повторяющихся 

элементов (минимум 150 п.о.). Размер ПЦЗ мог быть переменным. В одном варианте реализации способа 

ПЦЗ варьируются от 100-260 п.о. по размеру и генерируются с применением подхода на основе ПЦР, как 

описано ниже. ПЦЗ получали с помощью симплекс-полимеразной цепной реакции с применением стан-

дартной Taq-полимеразы, праймеров, предназначенных для амплификации целевых локусов, и нормаль-

ной ДНК, применяемой в качестве матрицы. На фиг. 2 показаны хромосомные области, применяемые с 

целью разработки праймеров для амплификации пригодных локусов на хромосомах 13, 18, 21 и X, чтобы 

таким образом подготовить пул TACS для анализа хромосом 13, 18, 21 и X. 

Все специально разработанные ПЦЗ создавали в следующих условиях цикла: 95°C в течение 3 мин; 

40 циклов при 95°C в течение 15 с, 60°C в течение 15 с, 72°C в течение 12 с; и 72°C в течение 12 с с по-

следующей верификацией с помощью электрофореза в агарозном геле и очисткой с применением стан-

дартных наборов для ПЦР-очистки, таких как набор для очистки Qiaquick PCR Purification Kit (Qiagen) 

или набор для очистки NucleoSpin 96 PCR (Mackerey Nagel) или набор Agencourt AMPure XP для ПЦР-

очистки (Beckman Coulter). Концентрацию измеряли с помощью Nanodrop (Thermo Scientific). 

Пример 3. Гибридизация и амплификация ПЦЗ. 

Биотинилирование ПЦЗ. 

ПЦЗ готовили для гибридизации, как описано ранее (Maricic, Т. et al. (2010), PLoS One 5:e14004) с 

небольшими изменениями, начиная с тупых концов, с применением набора Quick Bunt (NEB), и инкуби-

ровали при комнатной температуре в течение 30 мин. Затем продукты реакции очищали с применением 

набора MinElute (Qiagen) и лигировали с помощью адаптера биотина с применением набора Quick  

Ligation (NEB) в 40 мкл реакционной смеси при комнатной температуре в течение 15 мин. Продукты ре-

акции очищали с применением набора MinElute (Qiagen) и денатурировали в одноцепочечную ДНК пе-

ред иммобилизацией на магнитных гранулах, покрытых стрептавидином (Invitrogen). 

Гибридизация ПЦЗ. 

Амплифицированные библиотеки смешивали с блокирующими олигонуклеотидами (Maricic, Т., 

выше) (200 мкМ), 5 мкг ДНК Cot-1 (Invitrogen), 50 мкг ДНК спермы лосося (Invitrogen), буфером для ги-

бридизации 2× Agilent, агентом блокирования 10× Agilent и нагревали при 95°C в течение 3 мин для де-

натурации цепей ДНК. После денатурации проводили 30-минутную инкубацию при 37°C для блокирова-

ния повторяющихся элементов и последовательностей адаптеров. Полученную смесь затем добавляли к 

биотинилированным ПЦЗ. Все образцы инкубировали во вращающемся инкубаторе в течение 12-48 ча-

сов при 66°C. После инкубации гранулы промывали, как описано выше, и ДНК элюировали с помощью 

нагревания (Maricic, T. выше). Элюированные продукты амплифицировали с применением наружно свя-

занных праймеров адаптеров. Обогащенные амплифицированные продукты эквимолярно объединяли и 

секвенировали на устройстве Illumina или любой другой пригодной платформе. 

Пример 4. Биоинформационный анализ образцов. 

Выравнивание генома человека. 

Для анализа каждого образца применяли общепринятую процедуру биоинформационного принци-

па, описанную ниже, с целью выравнивания фрагментов ДНК последовательности образца относительно 

эталонного генома человека. Целевые спаренные концевые фрагменты считывания, полученные в ре-

зультате ССП, обрабатывали для удаления последовательностей адаптеров и считывания низкого качест-

ва (Q-score <25) с помощью программного обеспечения cutadapt (Martin, M. et al. (2011), EMB.net  

Journal 17.1). Качество необработанных и/или обработанных данных считывания, а также любые описа-

тельные статистические данные, которые помогают в оценке проверки качества полученной последова-

тельности образца, анализировали с помощью программного обеспечения FastQC (Babramham Institute 

(2015) FastQC) и/или другого специально разработанного программного обеспечения. Обработанные 

считывания, которые составляли по меньшей мере 25 оснований в длину, выравнивали относительно 

конструкции эталонного генома человека hg19 (UCSC Genome Bioinformatics) с помощью алгоритма вы-

равнивания Burrows-Wheel (Li, H. and Durbin, R. (2009), Bioinformatics 25:1754-1760). Если было необхо-

димо, дублирующиеся считывания удаляли после выравнивания. Там, где это применимо, полученные 

последовательности, относящиеся к одному и тому же образцу, но обработанные на отдельных линиях 

последовательностей, объединяли в один файл полученных последовательностей. Процедуры удаления 

дубликатов и объединения выполняли с помощью набора программного обеспечения Picard (Broad  

Institute (2015) Picard) и/или набора программного обеспечения Sambamba (Sambamba reference, Tarasov, 

Artem, et al. "Sambamba: fast processing of NGS alignment formats." Bioinformatics 31.12 (2015): 2032-

2034.). 

С помощью вышеупомянутого программного обеспечения получали окончательную выровненную 

версии секвенированного образца по отношению к эталонному геному человека, после чего все после-

дующие этапы основывались на этой выровненной версии. Информацию относительно полиморфизмов 

коротких нуклеотидов (SNP) в локусах, представляющих интерес, получали с применением bcftools из 
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набора программного обеспечения SAMtools (Li, H. et al. (2009), Bioinformatics 25:2078-2079). Данные о 

глубине считывания на одно основание в локусах, представляющих интерес, получали с помощью функ-

ции mpileup из набора программного обеспечения SAMtools, упоминаемой в данном документе как файл 

mpileup. Информацию, относящуюся к размеру выровненных фрагментов, получали с помощью функции 

просмотра из набора программного обеспечения SAMtools, упоминаемой в данном документе как файл 

размера фрагмента. 

Файл mpileup и файл размера фрагмента обрабатывали с применением интерфейсов прикладного 

программирования (API), созданных на языках программирования Python и R (Python Software  

Foundation, 2015) Python; The R Foundation (2015) The R Project for Statistical Computing). API применяли 

для определения состояния плоидности хромосом, представляющих интерес, с использованием ряда эта-

пов (далее в совокупности называемых "алгоритмом"), а также для сбора дополнительной описательной 

статистики, которая предназначена для применения в качестве показателей проверки качества, таких как, 

но не ограничиваясь ими, количественное определение фракции эмбриона (далее в совокупности назы-

ваемых как "показатели ПК"). API также можно использовать для оценки генетических аномалий из дан-

ных, полученных при применении описанного метода в случаях многоплодной беременности, а также 

других генетических аномалий, таких как, но не ограничиваясь ими, микроделеции, микродупликации, 

вариации числа копий, транслокации, инверсии, вставки, точечные мутации и мутационные подписи. 

Показатели ПК. 

Показатели ПК применяют для проверки свойств выровненных образцов и определения того, при-

годен ли образец для классификации. Эти показатели представляли собой, но не ограничивались: 

(а) обогащение образца. Профили обогащения свидетельствуют о том, характеризуется ли образец 

достаточным обогащением в локусах, представляющих интерес, в конкретном эксперименте по секвени-

рованию (в данном документе обозначается как "запуск"). Чтобы оценить это, оценивают различные по-

казатели, неограничивающие примеры которых представляют собой: 

(i) общая глубина целевого считывания в образце, 

(ii) результат целевого секвенирования образца по отношению к общим картированным считываниям, 

(iii) индивидуальные показатели ПЦЗ с точки зрения достигнутой глубины считывания, 

(iv) эксцесс и асимметрия обогащения отдельных ПЦЗ, а также 

(v) эксцесс и асимметрия обогащения, наблюдаемые во всех ПЦЗ. 

Приведенные выше проверки также учитывают в отношении обогащения погрешности GC. Образ-

цы, которые не соответствуют одному или более критериям, приведенным выше, помечают для дополни-

тельной проверки перед классифицированием; 

(b) фракцию эмбриона образца. Образцы с оцененной фракцией эмбриона, которая ниже опреде-

ленного порога, не классифицируются. 

Алгоритм. 

Алгоритм представляет собой набор методов обработки данных, математических и статистических 

общепринятых моделей, представляющих собой ряд этапов. Этапы алгоритма направлены на определе-

ние статуса относительной плоидности хромосомы, представляющей интерес, по отношению ко всем 

другим хромосомам секвенированного образца и применяются для обнаружения целых или частичных 

хромосомных аномалий для хромосом 13, 18, 21, X, Y или любых других хромосом, а также других гене-

тических аномалий, таких как, но не ограничиваясь ими, синдромы микроделеции/микродупликации и 

другие точечные или малые мутации. Таким образом, указанный алгоритм можно применять, но не огра-

ничиваясь этим, для обнаружения целых или частичных хромосомных аномалий для хромосом 13, 18, 21, 

X, Y или любой другой хромосомы, а также других генетических аномалий, таких как, но не ограничива-

ясь ими, микроделеции, микродупликации, вариации числа копий, транслокации, инверсии, вставки, то-

чечные мутации и другие мутационные подписи. С помощью указанного алгоритма выполняют, но не 

ограничивался этим, два типа оценок, один из которых относится к информации о глубине считывания 

для каждого образца, а другой - к распределению размеров фрагментов в ПЦЗ-специфических областях. 

Один или более статистических критериев могут быть ассоциированы с каждым типом оценки, неогра-

ничивающие примеры которых приведены в статистических методах, описанных в данном документе. 

При проведении анализов, ассоциированных с глубиной считывания, алгоритм последовательно 

сравнивает глубину считывания локусов в каждой хромосоме, представляющей интерес (называемой в 

данном документе анализируемой хромосомой), с глубиной считывания всех других локусов (называе-

мых в данном документе эталонными локусами), чтобы классифицировать ее статус плоидности. Для 

каждого образца эти этапы представляли собой, но не ограничивались: 

(a) Удаление локусов, секвенированных ненадлежащим образом. Получали данные глубины считы-

вания каждого локуса. Локусы, которые не достигали минимального количества считываний, считались 

недостаточно обогащенными и удалялись перед проведением последующих этапов; 

(b) Уменьшение погрешности генетических данных (содержание GC). Процедура секвенирования 

вводит расхождения в глубине считывания в локусах, представляющих интерес, в зависимости от содер-

жания в них GC. Для учета такой погрешности применяли новый подход, основанный на согласовании 

последовательностей, который повышает чувствительность и специфичность для выявления хромосом-



038117 

- 14 - 

ных анеуплоидий. Идентифицировали содержание GC каждого локуса на анализируемой хромосоме, а 

аналогичные генетические локусы группировали вместе с цель формирования генетически сопоставимых 

групп. Процедуру повторяли для эталонных локусов. 

Затем генетически сопоставимые группы из анализируемой хромосомы условно спаривали с их ге-

нетически сопоставимыми аналогами группы на эталонной хромосоме (хромосомах). Группы могли со-

держать любое количество членов. Затем условно сопоставимые группы использовали для оценки стату-

са плоидности анализируемых хромосом. 

(с) Определение статуса плоидности. Определение статуса плоидности осуществляли с помощью 

одного статистического метода и/или взвешенной балльной оценки результатов следующих, но не огра-

ничиваясь ими, статистических методов: 

Статистический метод 1. 

Различия в глубине считывания условно парных групп анализировали на статистическую значи-

мость с помощью формулы t-критерия: 

 
где t - результат t-критерия, 

 - среднее значение различий условно парных групп, 

µ - ожидаемая глубина считывания и приравненная к значению, которое представляет собой незна-

чительные различия в глубине считывания между двумя группами, 

s - стандартное отклонение различий условно парных групп и 

n - длина вектора условно парных различий. 

Величину t-критерия затем учитывали для идентификации доказательств, если таковые имелись, 

против нулевой гипотезы об аналогичной плоидности между эталонной и анализируемой хромосомами. 

В частности, t≥c1 (где c1 - предопределенный порог, принадлежащий множеству всех положительных 

чисел) демонстрирует доказательства против нулевой гипотезы. Результаты анализа 98 материнских об-

разцов для хромосомы 21, проведенного с помощью этого метода, приведены на фиг. 3. 

Статистический метод 2. Двумерный непараметрический бутстреп-критерий. 

Метод с применением бутстреп-критерия зависит от соотношения между случайными величинами 

X (глубина считывания эталонных локусов) и Y (глубина считывания анализируемых локусов). В данном 

изобретении авторы изобретения рассматривали глубину считывания "приманок" в эталонной группе 

(случайная величина, обозначаемая X) как независимую коварианту. Первый этап итеративной процеду-

ры включал случайную выборку с заменой (бутстреппинг) глубин считывания локусов на эталонных 

хромосомах, т.е. (x1, g1),..., (xn, gn), где параметр g является известным и обозначает содержание GC 

выбранной "приманки". Затем для каждой выбранной случайным образом эталонной приманки (xi, gi) 

создавали соответствующую глубину считывания для генетически сопоставимого локуса, т.е. (y1, g1), ..., 

(yn, gn). Таким образом, получали двумерные данные (x1, y1), (х2, у2), ..., (xn, yn), которые условно со-

поставляли с содержанием GC (параметр gi). Различия между глубинами считывания генетически сопос-

тавленных значений xi и yi, полученных в результате бутстреппинга, учитывали при вычислении стати-

стических показателей, представляющей интерес, для каждой итерации. В одном варианте реализации 

данного изобретения эта статистическая оценка может включать, но не ограничиваясь этим, варианты, 

среднее или медианное значение зарегистрированных различий и/или их комбинации. Процедуру повто-

ряли по мере необходимости с целью построения распределения статистических показателей, представ-

ляющих интерес, из этих различий. Образцу присваивали балл, соответствующий определенному про-

центилю построенного распределения (например, балл 5-го процентиля). При нулевой гипотезе плоид-

ность между хромосомами в эталонной и анализируемой группах не отличается. Таким образом, образ-

цы, балл которых для определенной хромосомы превышал предопределенный порог, например с2, стати-

стически классифицировались как таковые, что маловероятно будут иметь одну и ту же плоидность. 

Можно применять и другие статистические оценки. Результаты анализа 98 материнских образцов для 

хромосомы 21, проведенного с помощью этого метода, приведены на фиг. 4. 

Статистический метод 3. Стратифицированный критерий перестановки. 

Статистическим показателями, представляющим интерес, является оценка глубины считывания 

анализируемой хромосомы, обозначаемая  которая рассчитывается с учетом всех локусов генетиче-

ски сопоставленных групп анализируемой хромосомы следующим образом: 

 
где yij представляет собой глубину считывания части i локуса генетически сопоставленной группы j 

(т.е. локусов, принадлежащих к определенной группе с учетом содержания GC), 

Nj представляет собой количество анализируемых локусов в генетически сопоставленной группе j и 

Т представляет собой количество генетически сопоставленных групп. 
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Впоследствии строили нулевое распределение для анализируемой  

С этой целью для каждой группы j анализируемые и эталонные локусы объединяли (заменяемость 

по нулевой гипотезе) и для каждой группы j случайным образом осуществляли выборку до Nj раз без 

замены (стратифицированная перестановка). Тем самым создавали вектор значений, например, yi и из 

этого среднего значения вектора, например,  рассчитывали. Процедуру повторяли по мере необходи-

мости для построения нулевого распределения. В заключение,  - стьюдентизировали по отношению к 

нулевому распределению по формуле 

 

где  а также σY представляют собой первый и квадратный корень второго момента всех переста-

новленных  статистических значений. 

Образцы, чьи ZYobs были больше, чем предопределенный порог, например c3, статистически менее 

вероятно имели аналогичную плоидность в эталонной и анализируемой группах. Результаты анализа 98 

материнских образцов для хромосомы 21, проведенного с помощью этого метода, приведены на фиг. 5. 

При проведении анализов, ассоциированных с размерами фрагментов, алгоритм вычисляет пропор-

цию фрагментов небольшого размера, обнаруженных в анализируемых локусах, и сравнивает их с соот-

ветствующей пропорцией в эталонных локусах, как описано в разделе "Статистический метод 4". 

Статистический метод 4. Пропорции фрагментов в зависимости от размера. 

Для каждого образца извлекали количество и размер фрагментов, выровненных относительно эта-

лонного генома человека в соответствующих ПЦЗ-координатах. Затем данные фильтровали, чтобы уда-

лить размеры фрагментов с резко отклоняющимися статистическими значениями с помощью метода об-

наружения медианных резко отклоняющихся значений. В частности, фрагментами с резко отклоняющи-

мися размерами определялись те фрагменты, размер которых был выше или ниже пороговых значений, 

Fthr согласно уравнению 

 
где Fmedian представляет собой медианный размер фрагмента всех фрагментов образца; 

X представляет собой переменную, которая может принимать значения из множества R+; 

IQR представляет собой межквартильный диапазон размеров фрагментов. 

После этого применяют биномиальный критерий пропорций, чтобы проверить наличие подтвер-

ждающих доказательств против нулевой гипотезы Н0, которая определяется как: 

Н0: пропорция небольших фрагментов анализируемой области не отличается от пропорции не-

больших фрагментов эталонной области. 

В различных вариантах реализации данного изобретения небольшие фрагменты определяются как 

те фрагменты, размер которых меньше или равен подмножеству Z+ т.е. имеет верхнюю границу -  

160 п.о. Если определить множество всех ПЦЗ как Т, тогда анализируемая область может быть любым 

собственным подмножеством S, которое определяет исследуемую область, а эталонная область является 

относительным дополнением к S в Т. Например, в одном варианте реализации данного изобретения 

множество S определяется всеми ПЦЗ-захваченными последовательностями хромосомы 21, и, таким об-

разом, эталонный набор определяется всеми ПЦЗ-захваченными фрагментами на эталонных хромосомах 

и/или других эталонных локусах. 

Альтернативная гипотеза H1 определяется как: 

H1: пропорция небольших фрагментов анализируемой области не эквивалентна пропорции анали-

зируемых фрагментов эталонной области. 

Соответственно и с учетом поправки на непрерывность вычисляют следующий балл (Brown et al., 

Harrel): 

 
где 

 

 - количество фрагментов небольшого размера в анализируемой области, 

Fref - количество фрагментов небольшого размера в эталонной области, 

Ntest - количество всех фрагментов в анализируемой области и 

Nref - количество всех фрагментов в эталонной области. 

Для каждого образца алгоритм последовательно анализирует пропорцию фрагментов в зависимости 
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от размера в исследуемых областях (например, в хромосоме 21, хромосоме 18, хромосоме 13), но не ог-

раничивается ими, по отношению к эталонным областям; таким, которые не являются исследуемыми во 

время анализа. Каждому образцу в каждом анализе присваивается определенный балл. Баллы выше уста-

новленного порога, например с4, свидетельствуют против нулевой гипотезы. Результаты анализа 98 ма-

теринских образцов из хромосомы 21, проведенного с помощью этого метода, приведены на фиг. 6. 

Метод взвешенной балльной оценки 1. 

В одном варианте реализации способа по данному изобретению взвешенная балльная оценка при-

сваивалась каждому образцу s и вычислялась как взвешенная сумма всех статистических методов с по-

мощью формулы 

 
где Rs представляет собой скорректированный, специфический для анализа балл, который получают 

из взвешенного вклада каждого статистического метода, связанного с глубиной считывания для образца 

s, и определяют как: 

 

 представляет собой медианное, специфическое для анализа значение, вычисляемое из вектора 

всех нескорректированных взвешенных балльных оценок глубины считывания, которые получают в ре-

зультате одного цикла секвенирования, 

σr представляет собой величину, кратную среднему квадратичному отклонению балльной оценки R, 

рассчитанной из эталонного набора 100 эуплоидных образцов, 

термины max{Rs,Fs} a также min{Rs,Fs} обозначают максимальное и минимальное значения в скоб-

ках соответственно, 

Fs представляет собой скорректированный, специфический для анализа балл, который получают в 

результате применения статистического метода, связанного с размером фрагментов, и определяют, как: 

 
где Wtest представляет собой значение, как определено ранее, 

 представляет собой специфическое для анализа медианное значение, вычисляемое из вектора 

всех нескорректированных статистических балльных оценок, связанных с фрагментами, которые полу-

чают из одного цикла секвенирования, и 

σf представляет собой величину, кратную среднему квадратичному отклонению балльной оценки F, 

рассчитанной из эталонного набора 100 эуплоидных образцов. 

Уникальный классификационный балл, являющийся меньшим от предопределенной величины, ука-

зывает на отсутствие каких-либо свидетельств из полученных данных о том, что образец характеризуется 

значительным риском анеуплоидии. Результаты для 98 материнских образцов с применением метода 

взвешенной балльной оценки для подмножества методов приведены на фиг. 7, а по всем методам - на 

фиг. 8. 

Метод взвешенной балльной оценки 2. 

В другом варианте реализации способа взвешенная балльная оценка, полученная в результате при-

менения статистических методов, описанных выше, использовалась для присвоения каждому образцу 

уникальной балльной оценки риска анеуплоидии по формуле 

 
где R представляет собой результат взвешенной балльной оценки, 

wj - вес, присвоенный методу j, 

tj - наблюдаемый балл, полученный в результате применения метода j, 

cj - порог метода j. 

Уникальный классификационный балл, являющийся меньшим от предопределенной величины, ука-

зывает на отсутствие каких-либо свидетельств из полученных данных о том, что образец характеризуется 

значительным риском анеуплоидии. Результаты для 98 материнских образцов с применением статисти-

ческих методов 1-3 и метода взвешенной балльной оценки 2 приведены на фиг. 9. 

Поскольку предполагалось, что все глубины считывания от "приманок" в эталонной группе генери-

руются из одной и той же популяции, и, для того чтобы иметь универсальный порог, с целью уменьше-

ния специфических для анализа погрешностей также применяли специфические для анализа корректи-

ровки. 

Вышеупомянутый метод(ы) также пригоден для обнаружения других генетических аномалий, таких 

как, но не ограничиваясь ими, субхромосомные аномалии. Неограничивающим примером является неф-

рагментированная частичная потеря хромосомного материала, приводящая к состоянию микроделеции, 

или нефрагментированный частичный прирост хромосомного материала, приводящий к состоянию мик-
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родупликации. Известный генетический локус, подверженный обеим аномалиям, представляет собой 

7q11.23. В одном варианте реализации статистического метода 1 образцы синтезированной плазмы с 5, 

10 и 20% эмбрионального материала анализировали на предмет повышенного риска состояний микроде-

леции и/или микродупликации для генетического локуса 7q11.23. Результаты показаны на фиг. 10 для 

случаев микроделеции и на фиг. 11 - для случаев микродупликации. 

При точечных мутациях применяют различные биномиальные критерии, которые учитывают оцен-

ку эмбриональной фракции образца f, глубину считывания минорного аллеля r и общую глубину считы-

вания последовательности n. Два частых, но не ограничивающих примера включают оценку риска, когда 

генетическая аномалия является рецессивной точечной мутацией или доминантной точечной мутацией. 

В неограничивающем примере рецессивной точечной мутации проверяемая нулевая гипотеза со-

стоит в том, что и мать, и эмбрион являются гетерозиготными (частота минорного аллеля составляет 0,5) 

против альтернативного варианта, при котором эмбрион является гомозиготным (частота минорного ал-

леля составляет 0,5-f/2). Небольшое значение р, полученное при применении соответствующего критерия 

отношения правдоподобия, будет свидетельствовать против нулевой гипотезы. В неограничивающем 

примере доминантной точечной мутации проверяемая нулевая гипотеза заключается в том, что мать и 

эмбрион являются гомозиготными в данной позиции против против альтернативного варианта, при кото-

ром только эмбрион является гетерозиготным в данной позиции. Небольшое значение р, полученное при 

применении соответствующего критерия отношения правдоподобия, будет свидетельствовать против 

нулевой гипотезы. 

В дополнение к вышесказанному, были также разработаны способы определения пола эмбриона, с 

приведенными ниже неограничивающими примерами. В одном варианте реализации данного изобрете-

ния пол эмбриона определяли в образце с применением критерия Пуассона по формуле 

 

где  и f - оценка эмбриональной фракции образца, 

В - количество целевых последовательностей на хромосоме Y, 

µ - глубина считывания образца, 

k - сумма считываний, полученных от всех целевых последовательностей В. 

Нулевая гипотеза критерия Пуассона состояла в том, что образец был мужского пола. Значение 

Pr(ry) меньше порога су считалось достаточным доказательством для отклонения нулевой гипотезы, т.е. 

образец не был мужского пола. Если какой-либо параметр для вычиaсления Pr(ry) был недоступен, тогда 

пол образца классифицировали как н/д (недоступно для определения). 

В другом варианте реализации данного изобретения пол эмбриона определяли с помощью данных 

средней глубины считывания целевых последовательностей на хромосоме Y. Если средняя глубина счи-

тывания целевых последовательностей превышала предопределенный порог, и при этом такой порог 

можно определить с учетом других образец-специфических характеристик, таких как глубина считыва-

ния и оценка фракции эмбриона, пол эмбриона классифицировали как мужской. Если средняя глубина 

считывания была ниже такого порога, то пол эмбриона образца классифицировали как женский. 

Оценка фракции эмбриона. 

Разработано несколько способов для оценки фракции эмбриона, которые могут быть применены к 

одноплодной и/или многоплодной беременности. Соответственно, в зависимости от типа беременности, 

оценку фракции эмбриона можно осуществить любым способом или в виде взвешенной оценки в резуль-

тате проведения ряда и/или всех разработанных способов. Ниже приводятся некоторые не ограничиваю-

щие примеры. 

В одном варианте реализации данного изобретения разработана технология машинного обучения на 

основе байесовского вывода для вычисления апостериорного распределения фракции ДНК плода с уче-

том количества аллелей в гетерозиготных локусах в материнской плазме при одноплодных беременно-

стях. В рамках модели применяли три возможные информационные комбинации материн-

ских/эмбриональных генотипов с целью идентификации тех значений фракции ДНК плода, которые в 

большей степени подтверждаются наблюдаемыми данными. 

Пусть f обозначает фракцию ДНК плода. Если мать является гетерозиготной в данном геномном 

локусе, то генотип эмбриона может быть либо гетерозиготным, либо гомозиготным, что приводит к 

ожидаемым частотам минорных аллелей, составляющих 0,5 и 0,5-f/2 соответственно. Если мать является 

гомозиготной, а эмбрион является гетерозиготным, то ожидаемая частота минорных аллелей составит 

f/2. Способ Монте-Карло с применением цепи Маркова (алгоритм Метрополиса-Гастингса) (The R  

Foundation (2015), The R Project for Statistical Computing) применяли либо с неинформативными, либо с 

априорно информативными данными (т.е. включающими дополнительную информацию, такую как гес-

тационный возраст, вес матери и т.д.) с целью получения последовательности случайных выборок из 

распределения апостериорной вероятности фракции ДНК плода, которая основана на конечной смешан-
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ной модели. 

В другом варианте реализации данного изобретения оценку фракции эмбриона рассчитывали толь-

ко из эмбрион-специфического кластера частоты минорного аллеля (MAF), т.е. кластера, образующегося, 

когда мать является гомозиготной, а эмбрион - гетерозиготным относительно данного геномного локуса. 

Предполагается, что среднее значение оценки фракции эмбриона обычно распределяется как 

 где  представляет собой среднее значение эмбрион-специфического MAF, a  представля-

ет собой стандартное отклонение эмбрион-специфического MAF. Затем оценку фракции эмбриона полу-

чают из процентилей вычисленного распределения,  

При многоплодных беременностях, неограничивающие примеры которых включают монозиготную 

и дизиготную беременность двойней, беременность тройней и различные случаи применения донорских 

яйцеклеток и/или сперматозоидов, фракцию эмбриона можно оценить, используя информацию, получен-

ную из гетерозиготных генетических локусов, значение MAF которых является ниже, чем порог, напри-

мер, Mthresh, а также используя информацию, полученную из потенциальных эмбрион-специфических 

SNP. Обычному квалифицированному специалисту в данной области техники будет понятно, что эмбри-

он-специфические SNP могут происходить от любого эмбриона или от любой возможной комбинации 

эмбрионов или от всех эмбрионов беременности. Таким образом, разработан алгоритм, который оцени-

вает эмбриональную фракцию эмбриона с наименьшим вкладом в общий состав эмбриона, с учетом ком-

бинаторного вклада каждого эмбриона в значения MAF, которые определяют эмбрион-специфические 

SNP, а также допускает неоднородный вклад эмбрионального материала в общий эмбриональный состав 

материала, полученного из плазмы. Для этого в указанном алгоритме применяется двухэтапный подход. 

В одном варианте реализации указанного алгоритма многоплодную беременность рассматривали 

как дизиготную беременность двойней. На первом этапе реализации модели алгоритма используются все 

информативные SNP и допускается неоднородный вклад эмбриона, который можно объяснить разницей 

в кратности оценок эмбриональной фракции заданного порога, например, cf. В частности, если f1 и f2 

представляют собой эмбриональные фракции "эмбриона один" и "эмбриона два" и f1≥f2, то предположе-

ние состоит в том, что f2≥cf f1, где cf - положительное действительное число, большее или равное 1. Со-

гласно этому предположению наблюдаемые данные D, определяемые как подсчеты альтернативных и 

эталонных аллелей в локусах информативных SNP, считаются генерируемыми из распределения комби-

нации трех биномов (определяемых параметрами f1/2, f2/2 и (f1+f2)/2), с апостериорным распределением 

p(f1,f2|D), являющимся пропорциональным наблюдаемой модели, которую можно записать в виде 

p(f1|f2,D) p(f2|D). Апостериорное распределение p(f1,f2|D) анализировали с помощью алгоритма МСМС 

Метрополиса-Гастингса с использованием однородного априорных данных. Эмпирический квантильный 

подход применяли в массиве генерируемых данных для определения фракций эмбриона. 

На втором этапе алгоритм обеспечивает выполнение алгоритма кластеризации на основе модели 

(моделирование конечной гауссовой смеси, скомпонованной с помощью алгоритма ЕМ, R-пакет: mclust), 

чтобы определить, существует ли отдельный резко выделяющийся кластер SNP, который, как полагают, 

сосредоточен вокруг f1/2. Существование такого кластера со средним недействительным предположени-

ем cf≥f2/f1 приводит к оценке f1 с применением только части SNP идентифицированного кластера. 

Ссылки. 

 

 
Пример 5. Результаты анализа материнских образов. 

98 материнских образцов были проанализированы на риск трисомии хромосомы 21 (Т21) согласно 

методик, описанных в Примерах 1-4. Значения балльной оценки обнаружения риска Т21 для 98 образцов 

с применением статистических методов 1-4 приведены на графиках, проиллюстрированных на фиг. 3-6 

соответственно. Каждая точка представляет балльную оценку для отдельного образца. Линия иллюстри-

рует порог "с" (с=3,00 для метода 1, с=5,00 для метода 2, с=4,00 для метода 3 и с=0,91 для метода 4). Об-

разцы с баллами, превышающими пороговую линию в положительном направлении (т.е. балльная оценка 

>с, более темные точки), характеризовались высоким риском анеуплоидии, в отличие от образцов с бал-

лами, которые не превышали пороговое значение (т.е. балльная оценка <с, более светлые точки). Соглас-

но результатам всех статистических методов четыре образца были определены как характеризующиеся 

высоким риском анеуплоидии Т21. Более того, все статистические методы указывали на те же самые об-

разцы с высоким риском, даже несмотря на то, что балльные оценки соответствовали различным распре-
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делениям в разных методах. 

Взвешенные балльные оценки, полученные в результате комбинаций статистических методов 1-4 

алгоритма (как описано в Примере 4), изображены на графиках на фиг. 7-9, где каждая точка представля-

ет значение балльную оценку для отдельного образца, а линия представляет собой пороговое значение. 

Взвешенные балльные оценки также указывали на одни и те же образцы, характеризующиеся высоким 

риском. 

Четыре образца, идентифицированные как имеющие высокий риск относительно Т21 по результа-

там вышеописанных анализов, были независимо верифицированы как полученные от беременностей, 

имеющих эмбрион с трисомией 21, тем самым подтверждая точность метода анализа относительно риска 

Т21. 

Кроме того, результаты анализа синтезированных образцов микроделеции и микродупликации при-

ведены на фиг. 10-11. 

ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Способ анализа риска хромосомной аномалии в ДНК плода в смешанном образце ДНК матери и 

плода, при этом указанный способ включает: 

(a) подготовку библиотеки последовательностей из смешанного образца; 

(b) гибридизацию библиотеки последовательностей с пулом последовательностей целевого захвата 

(ПЦЗ), при этом пул ПЦЗ содержит последовательности, которые связываются с одной или более хромо-

сомами, представляющими интерес и содержащими хромосомную аномалию, и при этом: 

(i) каждая последовательность в пуле составляет 100-260 пар оснований в длину, причем каждая 

последовательность имеет 5'-конец и 3'-конец, 

(ii) каждая последовательность в пуле связывается с хромосомой(ами), представляющей интерес, по 

меньшей мере на расстоянии 150 пар оснований как на 5'-конце, так и на 3'-конце от областей, содержа-

щих вариации числа копий (ВЧК), удвоения сегментов или повторы элементов ДНК, а также 

(iii) содержание GC в ПЦЗ составляет от 19 до 50%; 

(c) выделение элементов библиотеки последовательностей, которые связываются с ПЦЗ для полу-

чения обогащенной библиотеки; 

(d) амплификацию и секвенирование обогащенной библиотеки; а также 

(e) проведение статистического анализа обогащенных последовательностей библиотеки, где риск 

присутствия хромосомной аномалии в ДНК плода определяют по результатам указанного анализа. 

2. Способ по п.1, отличающийся тем, что хромосомная аномалия представляет собой анеуплоидию. 

3. Способ по п.1, отличающийся тем, что хромосому(ы), представляющую интерес, выбирают из 

группы, состоящей из хромосом 13, 18, 21, X и Y. 

4. Способ по п.1, отличающийся тем, что хромосомная аномалия представляет собой трисомию 21. 

5. Способ по п.1, отличающийся тем, что хромосомная аномалия представляет собой структурную 

аномалию, включая, но не ограничиваясь этим, изменения количества копий, включая микроделеции и 

микродупликации, вставки, транслокации, инверсии и мутации небольшого размера, включая точечные 

мутации и мутационные подписи. 

6. Способ по п.1, отличающийся тем, что смешанный образец представляет собой образец материн-

ской плазмы. 

7. Способ по п.1, отличающийся тем, что пул ПЦЗ фиксируют на твердой подложке или он может 

быть свободным в растворе. 

8. Способ по п.7, отличающийся тем, что ПЦЗ являются биотинилированными и связанными с маг-

нитными гранулами, покрытыми стрептавидином, или могут быть свободными в растворе. 

9. Способ по п.1, отличающийся тем, что пул ПЦЗ связывается с множеством хромосом, представ-

ляющих интерес, тем самым обеспечивая возможность обнаруживать множество хромосомных анома-

лий. 

10. Способ по п.1, отличающийся тем, что пул ПЦЗ содержит различные последовательности, кото-

рые связываются с хромосомами 13, 18, 21, X и Y. 

11. Способ по п.1, отличающийся тем, что содержание GC в ПЦЗ составляет от 19 до 46%. 

12. Способ по п.1, отличающийся тем, что содержание GC в ПЦЗ составляет от 19 до 43%. 

13. Способ по п.1, отличающийся тем, что пул ПЦЗ содержит 800 или более отличающихся после-

довательностей. 

14. Способ по п.1, отличающийся тем, что пул ПЦЗ содержит 1500 или более отличающихся после-

довательностей. 

15. Способ по п.1, отличающийся тем, что пул ПЦЗ содержит 1600 отличающихся последователь-

ностей. 

16. Способ по п.1, отличающийся тем, что пул ПЦЗ содержит 2000 или более отличающихся после-

довательностей. 

17. Способ по п.1, отличающийся тем, что пул ПЦЗ содержит 2500 или более отличающихся после-
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довательностей. 

18. Способ по п.1, отличающийся тем, что пул ПЦЗ содержит 20000 или более отличающихся по-

следовательностей. 

19. Способ по п.1, отличающийся тем, что каждая последовательность в пуле ЦПЗ составляет от 

150 до 260 пар оснований в длину. 

20. Способ по п.1, отличающийся тем, что в результате секвенирования обогащенной библиотеки 

получают данные о глубине считывания хромосомы, представляющей интерес, и глубине считывания 

эталонных локусов, при этом статистический анализ включает применение алгоритма, который последо-

вательно анализирует глубину считывания локусов, обнаруживаемых на хромосоме, представляющей 

интерес, по сравнению с глубиной считывания эталонных локусов, причем алгоритм содержит этапы  

(а) удаления локусов, секвенированных ненадлежащим образом; (b) уменьшения погрешности показате-

лей содержания GC и (с) классификации статуса плоидности. 

21. Способ по п.20, отличающийся тем, что погрешность содержания GC уменьшают путем груп-

пирования локусов с сопоставимым содержанием GC. 

22. Способ по п.20, отличающийся тем, что определение статуса плоидности осуществляют путем 

применения одного или более статистических методов. 

23. Способ по п.1, отличающийся тем, что в результате секвенирования обогащенной библиотеки 

получают данные о количестве и размере секвенированных фрагментов для ПЦЗ-специфичных коорди-

нат, а статистический анализ включает применение алгоритма, который последовательно анализирует 

пропорцию фрагментов в зависимости от размера в хромосоме, представляющей интерес, по отношению 

к пропорции фрагментов в зависимости от размера в эталонных локусах, причем алгоритм содержит эта-

пы, направленные на (а) удаление фрагментов с резко выделяющимися размерами; (b) расчет пропорции 

фрагментов в зависимости от размера и (с) определение статуса плоидности. 

24. Способ по п.23, отличающийся тем, что определение статуса плоидности осуществляют путем 

применения одного или более статистических методов. 

25. Способ по п.1, отличающийся тем, что статистический метод(ы) выбирают из группы, состоя-

щей из t-критерия, двумерного непараметрического бутстреп-критерия, стратифицированного критерия 

перестановки и/или биномиального критерия пропорций. 

26. Способ по п.22 или 24, отличающийся тем, что классификацию уровня плоидности осуществ-

ляют путем применения t-критерия, двумерного непараметрического бутстреп-критерия, стратифициро-

ванного критерия перестановки и/или биномиального критерия пропорций. 

27. Способ по п.20, отличающийся тем, что в результате применения статистического метода полу-

чают балльную оценку для смешанного образца, при этом, когда балльная оценка для смешанного об-

разца является выше эталонного порогового значения, подозревают риск хромосомной аномалии в ДНК 

плода. 

28. Способ по п.1, который дополнительно включает оценку фракции ДНК плода в смешанном об-

разце. 
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