Reivindicaciones:

Un método para analizar secuencias de acidos nucleicos obtenidas de una muestra
de sangre para proporcionar informacion de secuencia, comprendiendo dicho
método el paso de:

a.

analizar secuencias de 4cidos nucleicos de ADN libre de células
seleccionado por tamafo para detectar informacion de secuencia,

en donde el ADN libre de células seleccionado por tamafo se obtuvo de una
muestra de sangre,

en donde la muestra de sangre se recolectd en un dispositivo de recoleccion
de sangre que no comprendia un fijador,

en donde la muestra de sangre se almacend sin un fijador a una temperatura
mayor que -20 °C y menor que 35 °C antes de que el ADN libre de células
se aislara del plasma,

en donde el plasma se separ6 de las células sanguineas presentes en la
muestra de sangre antes o después del almacenamiento,

en donde el ADN libre de células se aisld del plasma al menos 48 horas
después de que se recolecto la muestra de sangre de un sujeto, y

en donde el ADN libre de células seleccionado por tamafio que se analiza se
obtuvo separando por tamafio el ADN libre de células extraido y aislando el
ADN libre de células del ADN libre de células extraido que es menor que
300 pb.

Un método para analizar secuencias de acidos nucleicos obtenidas de una muestra
de sangre para proporcionar informacion de secuencia, comprendiendo dicho
método el paso de:

a.

analizar secuencias de 4cidos nucleicos de ADN libre de células
seleccionado por tamafo para detectar informacion de secuencia,

en donde el ADN libre de células seleccionado por tamafio se obtuvo de una
muestra de sangre,

en donde la muestra de sangre se recolectd en un dispositivo de recoleccion
de sangre que comprende un recipiente que tiene solo una o mas
composiciones en su interior, en donde la una o mas composiciones
consisten en uno o mas anticoagulantes y un ion metalico seleccionado entre
potasio, litio y sodio,



en donde la muestra de sangre se almacend en el dispositivo de recoleccion
de sangre a una temperatura mayor que -20°C y menor que 35°C antes de
que se aislara el ADN libre de células del plasma,

en donde el plasma se separ6 de las células sanguineas presentes en la
muestra de sangre antes o después del almacenamiento,

en donde el ADN libre de células se aisld del plasma al menos 48 horas
después de que se recolecto la muestra de sangre de un sujeto, y

en donde el ADN libre de células seleccionado por tamafio que se analiza se
obtuvo separando por tamafio el ADN libre de células extraido y aislando el
ADN libre de células del ADN libre de células extraido que es menor que
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Un método para analizar secuencias de acidos nucleicos obtenidas de una muestra
de sangre para proporcionar informacion de secuencia, comprendiendo dicho
método el paso de:

a. analizar secuencias de acidos nucleicos de ADN libre de células
seleccionado por tamafo para detectar informacion de secuencia,

en donde el ADN libre de células seleccionado por tamafo se obtuvo de una
muestra de sangre,

en donde la muestra de sangre se recolectd en un dispositivo de recoleccion
de sangre que comprende un recipiente que tiene solo una o mas
composiciones en su interior, en donde la una o mas composiciones
consisten en uno o0 mas anticoagulantes y un ion metalico seleccionado entre
potasio, litio y sodio; y un gel separador,

en donde la muestra de sangre se almacend en el dispositivo de recoleccion
de sangre a una temperatura mayor que -20°C y menor que 35°C antes de
que se aislara el ADN libre de células del plasma,

en donde el plasma se separd de las células sanguineas presentes en la
muestra de sangre antes o después del almacenamiento,

en donde el ADN libre de células se aislo del plasma al menos 48 horas
después de que se recolect6 la muestra de sangre de un sujeto, y

en donde el ADN libre de células seleccionado por tamafio que se analiza se
obtuvo separando por tamafio el ADN libre de células extraido y aislando el
ADN libre de células del ADN libre de células extraido que es menor que
300 pb.

4. El método de la reivindicacion 1 o 3, en el que el ADNcf se aislo del plasma al
menos 3, 4, 5, 6, 7 u 8 dias después de la recoleccion de sangre.



5. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el plasma se
separé de la sangre después de un almacenamiento de al menos 2, 3,4,5,6,7u 8
dias después de la recoleccion de sangre.

6. El método de 5, en donde el plasma se separd de la sangre después de un
almacenamiento de al menos 2, 3, 4, 5 o 6 dias después de la recoleccion de sangre
o después de un almacenamiento de 3 a 6 dias o después de 3, 4 o 5 dias.

7. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la muestra de
sangre se almaceno en el dispositivo de recoleccion de sangre a una temperatura
mayor que 0°C y menor que 35°C o menor que 30°C o menor que 25°C o menor
que 20°C antes de que el ADN libre de cé€lulas se aislara del plasma.

8. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la muestra de
sangre se almaceno en el dispositivo de recoleccion de sangre a una temperatura
mayor que 0°C y menor que 35°C o menor que 30°C o menor que 25°C o menor
que 20°C antes de que el plasma se separara de la sangre.

9. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la muestra de
sangre se almaceno en el dispositivo de recoleccion de sangre a una temperatura
mayor que 0°C o mayor que 2°C y menor que 15°C o menor que 10°C o menor que
8°C o menor que 6°C antes de que el ADN libre de células se aislara del plasma.

10. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la muestra de
sangre se almaceno en el dispositivo de recoleccion de sangre a una temperatura
mayor que 0°C o mayor que 2°C y menor que 15°C o menor que 10°C o menor que
8°C o menor que 6°C antes de que el plasma se separara de la sangre.

11. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la muestra de
sangre se almaceno en el dispositivo de recoleccion de sangre a temperatura
ambiente antes de que el plasma se separara de la sangre.

12. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que se analizan las
secuencias de acidos nucleicos del ADN libre de células aislado para determinar la
presencia de una anomalia genética en el ADN fetal.

13. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la informacion de
secuencia comprende la secuencia de una pluralidad de etiquetas de secuencia y el
método comprende, ademas

analizar las secuencias de la pluralidad de etiquetas de secuencia para
determinar la presencia de al menos una secuencia de interés en el ADN del feto, en
donde al menos una porcion de la pluralidad de etiquetas de secuencia se asigna a la
al menos una secuencia de interés.

14. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la informacion de
secuencia comprende una mutacioén genética en un gen.
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opcionalmente, en donde dicho gen se selecciona del grupo que consiste en:
BRCAL1, BRCA2, MSH6, MSH2, MLH1, RET, PTEN, ATM, H-RAS, p53,
ELAC2, CDHI1, APC, AR, PMS2, MLH3, CYP1A1, GSTP1, GSTM1, AXIN2,
CYPI19, MET, NAT1, CDKN2A, NQO1, trc8, RAD51, PMS1, TGFBR2, VHL,
MC4R, POMC, NROB2, UCP2, PCSK1, PPARG, ADRB2, UCP3, glurl, cart,
SORBSI, LEP, LEPR, SIM1, TNF, IL-6, IL-1, IL-2, IL-3, IL1A, TAP2, THPO,
THRB, NBS1, RBM15, LIE, MPL, RUNXI, Her-2, receptor de glucocorticoides,
receptor de estrogeno, receptor de tiroides, p21, p27, K-RAS, N-RAS, proteina de
retinoblastoma, gen de Wiskott-Aldrich (WAS), factor V Leiden, factor II
(protrombina), metilen tetrahidrofolato reductasa, fibrosis quistica, receptor de
LDL, receptor de HDL, gen de superoxido dismutasa y gen SHOX; o

dicho gen seleccionado entre genes implicados en la regulacion del 6xido
nitrico, genes implicados en la regulacion del ciclo celular, genes supresores de
tumores, oncogenes y genes asociados con la neurodegeneracion.

El método de la reivindicacion 7, en el que la mutacion genética es un marcador de un
tipo de céancer.

El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la etapa de
separacion se realiz6 utilizando electroforesis en gel.

El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la porcion del
ADNCcf de la muestra de plasma es menor de 185 pb o menor de 180 pb o menor de
165 pb.

El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la porcion del
ADNCcf de la muestra de plasma es menor de 155 pb o menor de 150 pb.

El método de la reivindicacion 17 o 18, en el que la porcion del ADNcf de la muestra
de plasma es mayor de 50 pb o mayor de 80 pb 0 mayor de 90 pb o mayor de 100
pb.

El método de la reivindicacion 1, en el que el fijador es un agente reticulante, un
inhibidor metabdlico o un estabilizador de membrana.

El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el dispositivo de
recoleccion comprende EDTA y un ion metalico seleccionado de potasio.

El método de la reivindicacion 21, en el que el dispositivo de recoleccion comprende
ademas un gel separador.

El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la muestra se
obtuvo de una fuente humana.

El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el sujeto es una
mujer embarazada o un paciente que necesita un diagndstico de cancer.



25. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que se generd una
biblioteca de secuencias que comprende el ADN libre de células antes o después de
aislar el ADNcf'y separarlo por tamafio.

26. El método de la reivindicacion 18, en el que el ADN libre de células se amplifico antes
o después de que se formara la biblioteca de secuencias.

27. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la etapa de
separacion se realizo utilizando una matriz de unidén basada en perlas, cromatografia
en columna o un filtro de membrana.

28. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el dispositivo de
recoleccion de sangre antes de extraer el ADN libre de células del plasma se
almaceno a una temperatura no mayor que 8°C.

29. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el dispositivo
de recoleccion de sangre antes de extraer el ADN libre de células del plasma se
almacend a una temperatura no mayor que 25°C.

30. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el dispositivo de
recoleccion de sangre antes de extraer el ADN libre de células del plasma se
almaceno a una temperatura no mayor que 30°C.

31.  El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el dispositivo
de recoleccion de sangre antes de extraer el ADN libre de células del plasma se almacen6 a
una temperatura mayor que 0°C;

32. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el analisis de
secuencias de acidos nucleicos del ADN libre de células aislado para detectar
informacion de secuencia comprende secuenciar el ADN libre de células aislado o
secuenciar al menos una porcion del ADN libre de células para determinar la
secuencia de acidos nucleicos de uno o mas polinucleotidos en el ADN libre de
células aislado.

33. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la informacion
de secuencia comprende una secuencia de acido nucleico que tiene una insercion,
delecion, cromatripsis o metilacion en comparacion con una secuencia de
referencia.

34. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que las secuencias
de acido nucleico del ADN libre de células aislado se analizan para detectar un
nimero anormal de cromosomas o la presencia de un cromosoma XX o XY
calculando proporciones cromosdmicas.

34. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que crea un primer perfil
de tamafio de fragmento normalizado a partir de la informacién de secuenciacion
asociada con la muestra, comparando uno o mas valores dentro del perfil de tamafio
de fragmento con uno o mas de los rangos de valores correspondientes obtenidos a
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partir de un conjunto de pardmetros de referencia que comprende una pluralidad de
perfiles de tamafio de fragmento validos; y aceptando la informacion de secuencia y
los resultados de anélisis de la misma si uno de los uno o mas valores dentro del
perfil de tamafio de fragmento asociado con la muestra esta dentro del rango de
valores correspondiente o rechazando la informacion de secuencia si uno (o
alternativamente, todos) de los uno o mas valores dentro del perfil de tamafo de
fragmento asociado con la muestra esta fuera del rango de valores correspondiente.

El método de la reivindicacion 34, en el que el primer perfil de tamafio de
fragmento normalizado comprende o consiste en tamanos de fragmentos menores
que 185 pb o menores que 180 pb o menores que 165 pb o menores que 155 pb o
menores que 150 pb.

El método de la reivindicacion 34 o 35, en el que el primer perfil de tamafo de
fragmento normalizado comprende o consiste en tamanos de fragmentos mayores
que 50 pb o mayores que 80 pb o mayores que 90 pb o mayores que 100 pb.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 34 a 36, en el que a partir de una
muestra con informacion de secuencia rechazada, se envia una solicitud para volver
a recolectar sangre de un paciente.

El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que calcula un primer
valor de frecuencia de tamafio de fragmento relativo a partir de la informacion de
secuenciacion asociada con la muestra; comparando el primer valor de frecuencia
de tamafo de fragmento relativo con un conjunto de frecuencias de tamafio de
fragmento relativo de referencia que comprende una pluralidad de frecuencias de
tamafio de fragmento relativo validas, y aceptando la informacion de secuencia y los
resultados de analisis de la misma si la primera frecuencia de tamafio de fragmento
asociada con la muestra esta dentro de un rango especificado de valores dentro del
conjunto de referencia o rechazando la informacion de secuencia y los resultados de
analisis de la misma si la primera frecuencia de tamafio de fragmento asociada con
la muestra esta fuera de un rango especificado de valores dentro del conjunto de
referencia.

El método de la reivindicacion 38, en el que el primer valor de frecuencia de tamafio
de fragmento relativo es un tamano de fragmento menor que 185 pb o menor que
180 pb 0 menor que 165 pb o menor que 155 pb o menor que 150 pb.

El método de la reivindicacion 38 o 39, en el que el primer valor de frecuencia de
tamafio de fragmento relativo es un tamafio de fragmento mayor que 50 pb o mayor
que 80 pb 0 mayor que 90 pb o mayor que 100 pb.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 38 a 40, en el que a partir de una
muestra con informacion de secuencia rechazada, se envia una solicitud para volver
a recolectar sangre de un paciente.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 38 a 41, que comprende realizar los
pasos de calculo y comparacién de la reivindicacion 38 para un segundo valor de



frecuencia de tamaio de fragmento relativo de un valor de pb diferente que la
primera frecuencia de tamafio de fragmento, en donde la informacién de secuencia y
su andlisis se aceptan si la totalidad (o uno) del segundo valor de frecuencia de
tamafo de fragmento asociado con la muestra estd dentro de un rango especificado
de valores dentro del conjunto de referencia o se rechaza la informacion de
secuencia si la totalidad (o uno, dos o tres) del segundo valor de frecuencia de
tamafio de fragmento asociado con la muestra esta fuera de un rango especificado
de valores dentro del conjunto de referencia.



