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DESCRIPCION
Métodos para la determinacién de alelos y de ploidia
Campo

La presente divulgacion se refiere en general al campo de la adquisicion y manipulaciéon de datos genéticos de alta
fidelidad a efectos de prediccion médica.

Antecedentes

En 2006, en todo el mundo se llevaron a cabo aproximadamente 800 000 ciclos de fertilizacion in vitro (IVF). De los
aproximadamente 150 000 ciclos realizados en EE.UU, aproximadamente 10 000 incluyeron diagndstico genético
preimplantacional (PGD). Las técnicas actuales de PGD no estan reguladas, son caras y muy poco fiables: las tasas
de error del cribado de loci vinculados con enfermedad o aneuplodia son del orden del 10%, cada test de cribado
cuesta aproximadamente 5000 $, y tipicamente una pareja se ve obligada a elegir entre la prueba de aneuplodia,
que afecta a aproximadamente el 50% de los embriones de IVF, o el cribado de loci vinculados a enfermedad, para
la célula individual. Hay una gran necesidad de una tecnologia asequible, que pueda determinar de forma fiable los
datos genéticos de una célula individual, para cribar en paralelo respecto a aneuplodia, enfermedades monogénicas,
como la fibrosis quistica, y la susceptibilidad a fenotipos de enfermedades complejas para los que se conocen los
marcadores genéticos multiples mediante estudios de asociacién de genoma completo.

Hoy la mayoria de PGD van enfocados hacia anormalidades cromosémicas de alto nivel, como aneuploidia y
translocaciones balanceadas, siendo las variables primarias la implantacién con éxito y un bebé para llevarse a
casa. El otro enfoque principal del PGD es el cribado de enfermedades genéticas, donde la variable principal es un
bebé sano sin una enfermedad genéticamente hereditaria de la que sean portadores uno o los dos progenitores. En
ambos casos, la probabilidad del resultado deseado est4d aumentada excluyendo embriones genéticamente
subodptimos de la transferencia y la implantacion en la madre.

El proceso del PGD durante la IVF implica actualmente la extraccion de una sola célula de las aproximadamente
ocho células de un embrion en fase temprana para su analisis. Aislar células individuales de embriones humanos,
aunque es muy técnico, resulta ahora rutinario en las clinicas de IVF. Se han aislado con éxito tanto cuerpos polares
como blastémeros. La técnica mas comin consiste en extraer blastmeros individuales de embriones de 3 dias
(estadio 6 u 8 células). Los embriones son transferidos a un medio de cultivo celular especial (medio de cultivo
estandar sin calcio ni magnesio), y se introduce un orificio en la zona pelucida utilizando una solucioén acida, laser o
técnicas mecénicas. El técnico emplea entonces una pipeta de biopsia para extraer un solo blastbmero con un
ndcleo visible. Las caracteristicas del ADN del blastdmero Unico (u ocasionalmente multiple) se miden utilizando
diversas técnicas. Como solo esta disponible una sola copia del ADN de una célula, las mediciones del ADN tienen
una alta tendencia al error, 0 son ruidosas. Resulta muy necesaria una técnica que pueda corregir, 0 hacer mas
precisas esas mediciones genéticas ruidosas.

Los seres humanos normales tienen dos juegos de 23 cromosomas en cada célula diploide, procediendo una copia
de cada progenitor. La aneuploidia, el estado de una célula con cromosoma(s) extra(s) o ausente(s), y la disomia
uniparental, el estado de una célula con dos de un cromosoma determinado, ambos procedentes de uno de los
progenitores, son considerados responsables de un amplio porcentaje de implantaciones fallidas y abortos, y de
algunas enfermedades genéticas. Cuando solo determinadas células de un individuo son aneuploides, se dice que el
individuo presenta mosaicismo. La deteccién de anormalidades cromosémicas puede identificar a individuos o
embriones con trastornos tales como el sindrome de Down, el sindrome de Klinefelter y el sindrome de Turner, entre
otros, ademas de incrementar las probabilidades de una gestacion con éxito. La identificacion de anormalidades
cromosomicas resulta especialmente importante al ir aumentando la edad de una madre potencial: entre los 35 y los
40 afios, se calcula que entre el 40% y el 50% de los embriones son normales, y por encima de los 40 afios, es
probable que méas de la mitad de los embriones sean anormales. La principal causa de aneuploidia es la no
disyunciéon durante la meiosis. La no disyuncién materna constituye aproximadamente el 88% de toda la no
disyuncion, de la cual aproximadamente el 65% se produce en meiosis | y un 23% en meiosis Il. Los tipos comunes
de aneuploidia humana incluyen la trisomia de no disyuncién de meiosis |, la monosomia y la disomia uniparental.
En un tipo particular de trisomia que se produce en no disyuncion de meiosis Il, o trisomia M2, un cromosoma extra
es idéntico a uno de los dos cromosomas normales. Resulta especialmente dificil detectar la trisomia M2. Es muy
necesario disponer de un método mejor que pueda detectar muchos o todos los tipos de aneuploidia en la mayoria
de los cromosomas o todos ellos, de forma eficiente y con gran precision, incluyendo un método que pueda
diferenciar no solamente la euploidia de la aneuploidia, sino también que pueda diferenciar distintos tipos de
aneuploidia entre si.

El cariotipado, el método tradicional utilizado para la prediccion de la aneuploidia y el mosaicismo, esta cediendo
terreno ante otros métodos de mas alto rendimiento y mas econdmicos, como la Citometria de Flujo (FC) y la
hibridacion fluorescente in situ (FISH). Actualmente, en la amplia mayoria de diagndsticos prenatales se utiliza la
FISH, que puede identificar amplias aberraciones cromosémicas, y PCR/electroforesis, y que puede realizar
numerosas determinaciones de SNPs u otros alelos. Una de las ventajas de la FISH es que resulta mas barata que
el cariotipado, pero la técnica es compleja y cara y se comprueba generalmente una pequefia seleccion de
cromosomas (habitualmente los cromosomas 13, 18, 21, X, Y; a veces también 8, 9, 15, 16, 17, 22); ademas, la
FISH tiene un bajo nivel de especificidad. Aproximadamente el setenta y cinco por ciento de PGD miden hoy
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anormalidades cromosomicas de alto nivel, como la aneuploidia utilizando FISH con unas tasas de error del orden
de 10-15%. Existe una gran demanda de un método de cribado de aneuploidia que tenga un mayor rendimiento, un
menor coste y una mayor precision.

El nGmero de alelos genéticos asociados a enfermedad conocidos es de mas de 380 segun OMIM, y crece
continuamente. En consecuencia, resulta cada vez mas importante analizar multiples posiciones en el ADN
embrionico, o loci, que estén asociados a fenotipos determinados. Una evidente ventaja del diagndéstico genético
preimplantacién sobre el diagnostico prenatal es que evita algunas de las cuestiones éticas sobre posibles vias de
accion cuando se detectan fenotipos no deseados. Es necesario un método para un genotipado mas extenso de los
embriones en la fase preimplantacién.

Existen diversas tecnologias avanzadas que permiten el diagnostico de aberraciones genéticas en uno 0 unos pocos
loci a nivel de célula individual. Entre ellos se incluyen la conversiéon cromosémica interfase, la hibridaciéon genémica
comparativa, la PCR fluorescente, la mini secuenciacion y la amplificacion de genoma completo. La fiabilidad de los
datos generados por todas esas técnicas depende de la calidad de la preparacién de ADN. Por consiguiente, se
requieren mejores métodos para la preparacion de ADN de una sola célula para amplificacion y PGD y estan siendo
objeto de estudio. Todas las técnicas de genotipado, utilizadas en células individuales, numeros reducidos de
células, o fragmentos de ADN, tienen problemas de integridad, principalmente pérdida de alelos (ADO). Esto se
incrementa en el contexto de la fertilizacion in vitro, porque la eficiencia de la reaccion de hibridacién es baja, y el
técnico debe actuar rapidamente para genotipar el embrion dentro del periodo de tiempo de maxima viabilidad del
embrion. En US2007/184467 Al se divulga un sistema y método para limpiar los datos genéticos ruidosos
procedentes de individuos objetivo, utilizando datos genéticos de individuos relacionados modificados
genéticamente. US 2003/077586 presenta un método y un aparato para combinar predicciones genéticas utilizando
redes bayesianas. Es muy necesario disponer de un método que simplifique el problema de una elevada tasa de
ADO al medir los datos genéticos procedentes de una célula o un reducido nimero de ellas, en especial cuando
existen limitaciones de tiempo.

Resumen

La invencion viene definida en las reivindicaciones del apéndice. En una realizacién de la presente divulgacion, el
método presentado permite la reconstruccion de datos genéticos incompletos o ruidosos, incluyendo la
determinacion de la identidad de alelos individuales, haplotipos, secuencias, inserciones, supresiones, repeticiones,
y la determinacion del nimero de copias de cromosomas en un individuo objetivo, todo ello con alta fidelidad,
utilizando datos genéticos secundarios como fuente de informacion. Mientras la divulgacion va enfocada hacia los
datos genéticos procedentes de sujetos humanos, y mas especificamente en embriones ain no implantados o fetos
en desarrollo, asi como en individuos relacionados, debe tenerse en cuenta que los métodos divulgados son
aplicables a los datos genéticos de una gama de organismos, en una gama de contextos. Las técnicas descritas
para limpiar datos genéticos resultan de la maxima importancia en el contexto del diagnéstico preimplantacion
durante la fertilizacion in vitro, el diagnéstico prenatal en conjuncion con la amniocentesis, la biopsia de vellosidad
coridnica, el muestreo de tejido fetal y el diagnéstico prenatal no invasivo, donde se aisla una pequefia cantidad de
material genético fetal de la sangre materna. El empleo de este método puede facilitar los diagnésticos enfocados
hacia las enfermedades hereditarias, las predicciones del nUmero de copias de cromosomas, el incremento de
probabilidad de defectos o anormalidades, y la prediccién de la propensién a fenotipos de enfermedad y no
enfermedad en individuos, para mejorar las decisiones clinicas y de estilo de vida.

En una realizacion de la presente invencion, un método de determinacion de un estado de ploidia de por lo menos
un cromosoma en un individuo objetivo incluye obtener datos genéticos del individuo objetivo y de uno o mas
individuos relacionados; crear un conjunto de por lo menos una hipétesis de estado de ploidia para cada uno de los
cromosomas del individuo objetivo; utilizar una 0 mas técnicas especializadas para determinar una probabilidad
estadistica para cada hipétesis de estado de ploidia en el conjunto, para cada técnica especializada usada, dados
los datos genéticos obtenidos; combinar, para cada hipétesis de estado de ploidia, las probabilidades estadisticas
determinadas por la o las técnicas especializadas; y determinar el estado de ploidia de cada uno de los cromosomas
en el individuo objetivo en base a las probabilidades estadisticas combinadas de cada una de las hipétesis de estado
de ploidia.

En una realizacion de la presente divulgacion, un método para determinar un estado alélico en un conjunto de
alelos, en un individuo objetivo, y de uno o ambos progenitores del individuo objetivo, y opcionalmente de uno o mas
individuos relacionados, incluye la obtencion de datos genéticos del individuo objetivo, y de uno o de ambos
progenitores, y de cualquier individuo relacionado; crear un conjunto de por lo menos una hip6tesis alélica para el
individuo objetivo, y para uno o ambos progenitores, y opcionalmente para uno o més individuos relacionados, donde
las hipotesis describen posibles estados alélicos en el conjunto de alelos; determinar una probabilidad estadistica
para cada hipotesis alélica en el conjunto de hipotesis con los datos genéticos obtenidos; y determinar el estado
alélico de cada uno de los alelos en el conjunto de alelos del individuo objetivo, y de uno o ambos progenitores, y
opcionalmente de uno o mas individuos relacionados, en base a las probabilidades estadisticas de cada una de las
hipétesis alélicas.
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En una realizacion de la presente divulgacion, un método para la determinacién de un estado de ploidia de por lo
menos un cromosoma en un individuo objetivo incluye obtener datos genéticos del individuo objetivo, y de ambos
progenitores del individuo objetivo, y de uno o mas hermanos del individuo objetivo, donde los datos genéticos
incluyen datos relacionados con por lo menos un cromosoma; determinar un estado de ploidia de por lo menos un
cromosoma en el individuo objetivo, y en uno o mas hermanos del individuo objetivo utilizando una o mas técnicas
especializadas, donde ninguna de las técnicas especializadass requiere como entrada datos genéticos por fases;
determinar datos genéticos por fases del individuo objetivo, y de los padres del individuo objetivo, y de uno o mas
hermanos del individuo objetivo, utilizando un método informatico, y los datos genéticos obtenidos del individuo
objetivo y de los padres del individuo objetivo, y de uno o mas hermanos del individuo objetivo que se identificaron
como euploides en ese cromosoma; y redeterminar el estado de ploidia de por lo menos un cromosoma del individuo
objetivo, utilizando una o mas técnicas especializadas, por lo menos una de las cuales requiere la entrada de datos
genéticos por fases, y los datos genéticos por fases determinados del individuo objetivo, y de los padres del
individuo objetivo, y de uno méas hermanos del individuo objetivo.

En una realizacion de la presente divulgacion, el método utiliza el conocimiento de los datos genéticos del embrion
objetivo, los datos genéticos de la madre y del padre, como muestras de tejido diploide, y posiblemente datos
genéticos de uno o mas de lo siguiente: esperma del padre, muestras haploides de la madre o blastomeros del
mismo u otros embriones derivados de los gametos de la madre y del padre, junto con el conocimiento del
mecanismo de meiosis y la medicion imperfecta de ADN embridnico objetivo, para reconstruir in silico el ADN
embrionico en la localizacion de loci clave con un alto grado de confianza. En un aspecto de la presente divulgacion,
los datos genéticos derivados de otros individuos relacionados, tales como otros embriones, hermanos y hermanas,
abuelos u otros parientes, pueden utilizarse también para aumentar la fidelidad del ADN embriénico reconstruido. En
una realizacion de la presente divulgacion, esos datos genéticos pueden ser utilizados para determinar el estado de
ploidia en uno o més cromosomas del individuo. En un aspecto de la presente divulgacion, cada uno del conjunto de
datos genéticos medidos de un grupo de individuos relacionados se utiliza para aumentar la fidelidad de los otros
datos genéticos. Es importante advertir que, en un aspecto de la presente divulgacion, los datos genéticos
parentales y otros datos genéticos secundarios permiten la reconstruccion no solamente de SNPs que fueron
medidos deficientemente, sino también de inserciones, exclusiones, repeticiones y de SNPs o regiones completas de
ADN que no fueron medidos en absoluto. En otro aspecto de la presente divulgacién, los datos genéticos del
individuo objetivo, junto con los datos genéticos secundarios de individuos relacionados se utilizan para determinar el
estado de ploidia, o nimero de copias en uno, varios o todos los cromosomas del individuo.

En una realizacion de la presente divulgacion, los datos genémicos fetales o embriénicos, con o sin el uso de datos
genéticos procedentes de individuos relacionados, pueden ser utilizados para detectar si la célula es aneuploide; es
decir, si en una célula esta presente un nimero erroneo de un cromosoma, 0 Si un nimero erréneo de cromosomas
sexuales estan presentes en la célula. También pueden utilizarse los datos genéticos para detectar la disomia
uniparental, un trastorno en el que estan presentes dos de un cromosoma determinado, ambos procedentes de un
progenitor. Esto se hace creando un conjunto de hipétesis sobre los potenciales estados del ADN, y comprobando
qué hipotesis tiene la mayor probabilidad de ser real teniendo en cuenta los datos medidos. Hay que advertir que el
uso de datos de genotipado de alto rendimiento para el cribado de la aneuploidia permite utilizar un solo blastémero
de cada embrién para medir multiples loci vinculados a enfermedad, asi como el cribado de la aneuploidia.

En una realizacion de la presente divulgacion, las mediciones directas de la cantidad de material genético,
amplificado o no, presente en diversos loci, pueden ser utilizadas para detectar la monosomia, la disomia
uniparental, la trisomia coincidente, la trisomia no coincidente, la tetrasomia, y otros estados de aneuploidia. En una
realizacion de la presente divulgacion se aprovecha el hecho de que, en determinadas condiciones, el nivel medio de
amplificacion y salida de sefial de medicién es invariable en los cromosomas, y asi la cantidad media de material
genético medido en un conjunto de loci vecinos sera proporcional al nimero de cromosomas homadlogos presentes,
y el estado de ploidia puede ser determinado de forma estadisticamente significativa. En otra realizacién, diferentes
alelos tienen perfiles de amplificacion caracteristicos distintos estadisticamente, dado un contexto de padres
determinado y un estado de ploidia determinado; estas diferencias caracteristicas pueden utilizarse para determinar
el estado de ploidia del cromosoma.

En una realizacion de la presente divulgacion, el estado de ploidia, como se determina por un aspecto de la presente
divulgacion, puede utilizarse para seleccionar la entrada apropiada para una realizacion de determinacion de alelo
de la presente divulgacion. En otro aspecto de la presente divulgacion, los datos genéticos por fase reconstruidos del
individuo objetivo y/o de uno o mas individuos relacionados pueden ser utilizados como entrada para un aspecto de
determinacién de ploidia de la presente divulgacion. En una realizacion de la presente divulgacion, la salida de un
aspecto de la presente divulgacion puede ser utilizada como entrada, 0 para ayudar a seleccionar la entrada
apropiada para otros aspectos de la presente divulgacién en un proceso iterativo.

Considerando los beneficios de esta divulgacion resultara evidente para un experto en la técnica, que los diversos
aspectos y realizaciones de esta divulgacion pueden ser implementados en combinacion o por separado.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Las realizaciones que se divulgan aqui se explicaran en mas detalle con referencia a los dibujos adjuntos, donde
estructuras iguales seran designadas por nimeros iguales en las distintas vistas. Los dibujos que se muestran no
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son necesariamente a escala, poniéndose el énfasis en general en ilustrar los principios de las realizaciones
divulgadas aqui.

La Figura 1 muestra las curvas de funcién de distribucion acumulativa de un cromosoma disémico. Las curvas de
funcién de distribucion acumulativa se muestran para cada uno de los contextos parentales.

Las Figuras 2A-2D muestran las curvas de funcién de distribucién acumulativa de cromosomas con diversos estados
de ploidia. La Figura 2A muestra una curva de funcién de distribucion acumulativa de un cromosoma disémico. La
Figura 2B muestra una curva de funcion de distribucién acumulativa de un cromosoma nulisémico. La Figura 2C
presenta una curva de funcién de distribucién acumulativa de un cromosoma monosomico. La Figura 2D presenta
una curva de funcion de distribucion acumulativa de un cromosoma trisdbmico materno. La relacién entre curvas de
funcién de distribuciéon acumulativa de distintos contextos parentales varia con el estado de ploidia.

La Figura 3 muestra una distribuciéon de hipotesis de diversos estados de ploidia utilizando la técnica de Media
Cromoso6mica Completa que se divulga aqui. Se muestran estados de ploidia monosémicos, disémicos y trisomicos.

Las Figuras 4A y 4B muestran una distribucion de los datos genéticos de cada uno de los progenitores utilizando la
técnica de Presencia de Progenitores que se divulga aqui. La Figura 4A muestra una distribucion donde estan
presentes datos genéticos de cada uno de los padres. La Figura 4B muestra una distribucion donde estan ausentes
datos genéticos de cada uno de los padres.

La Figura 5 muestra qué distribuciones de las mediciones genéticas del padre varian cuando estan presentes y no
presentes datos genéticos utilizando la técnica de Presencia de Progenitores.

La Figura 6 muestra una representacion grafica de un conjunto de Polimorfismos de un Solo Nucledtido. La
intensidad anormalizada de una salida de canal se representa contra la otra.

La Figura 7 muestra una representacion grafica de un conjunto de Polimorfismos de un Solo Nucleétido. La
intensidad normalizada de la salida de un canal se representa contra la otra.

Las Figuras 8A-8C muestran ajustes de curva para datos alélicos para diferentes hipétesis de ploidia. La Figura 8A
muestra ajustes de curva para datos alélicos para cinco hipdtesis de ploidia distintas utilizando el método Kernel
divulgado aqui. La Figura 8B muestra ajustes de curva para datos alélicos para cinco distintas hipotesis de ploidia
utilizando un Ajuste Gaussiano divulgado aqui. La Figura 8C presenta un histograma de los datos alélicos medidos
de un contexto, AA|BB - BB|AA.

La Figura 9 muestra una representacion grafica de meiosis.

Las Figuras 10A y 10B muestran la tasa de éxito real versus la confianza de determinacion alélica para recipientes
grandes. La Figura 10A muestra la media de tasa de éxito representada graficamente contra una confianza prevista.
La Figura 10B muestra la poblacidn relativa del recipiente.

Las Figuras 11A y 11B muestran la tasa de éxitos real versus la confianza de la determinacion de alelos para
recipientes pequefios. La Figura 11A muestra la tasa media real de éxitos representada graficamente contra una
confianza prevista. La Figura 11B muestra la poblacion relativa del recipiente.

Las Figuras 12A y 12B muestran la confianza de alelos representada graficamente junto a un cromosoma para
determinar una localizacion de un cruce. La Figura 12A muestra las confianzas de la determinacion de alelos para un
conjunto de alelos localizados a lo largo de un cromosoma, como promedio sobre un conjunto de alelos vecinos. Los
conjuntos de alelos utilizan distintos métodos. La Figura 12B muestra una localizacién de un cruce a lo largo del
cromosoma.

Mientras los dibujos identificados més arriba exponen realizaciones divulgadas aqui, se contemplan también otras
realizaciones, como se indica en la discusion.

Descripcion detallada

La invencion viene definida en las reivindicaciones adjuntas. En una realizacion de la presente divulgacion, puede
determinarse el estado genético de una célula o grupo de células. La determinacion del numero de copias es el
concepto de establecer el nimero y la identidad de los cromosomas en una célula determinada, en un grupo de
células o en un conjunto de &acido desoxirribonucleico (ADN). El concepto de la determinacion de alelos consiste en
identificar el estado alélico de una célula determinada, un grupo de células, o un conjunto de ADN, en un conjunto de
alelos, incluyendo Polimorfismos de un Solo Nucleétido (SNPs), inserciones, supresiones, repeticiones, secuencias u
otra informacién de pares de base. La presente divulgacion permite la determinacion de aneuploidia, asi como la
determinacion alélica, de una célula sola, u otro pequefio conjunto de ADN, siempre que esté disponible el genoma
de por lo menos uno o ambos progenitores. En algunos aspectos de la presente divulgacion se utiliza el concepto de
qgue dentro de un conjunto de individuos relacionados habra conjuntos de ADN que seran casi idénticos, y que,
utilizando las mediciones de los datos genéticos junto a un conocimiento del mecanismo de la meiosis, es posible
determinar el estado genético de los individuos pertinentes, por deduccion, con mayor precision de lo que seria
posible utilizando las mediciones individuales por si solas. Esto se hace determinando qué segmentos de
cromosomas de individuos relacionados estaban involucrados en la formacidon de gametos y, cuando sea necesario,
donde pueden haberse producido cruces durante la meiosis, y por consiguiente qué segmentos de los genomas de
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individuos relacionados puede esperarse que sean casi idénticos a secciones del genoma objetivo. Esto puede
resultar especialmente Util en el caso del diagnéstico genético preimplantacion, o el diagndstico prenatal, donde esta
disponible una cantidad limitada de ADN, y donde la determinacion del estado de ploidia de un objetivo, en esos
casos un embrién o feto, tiene un elevado impacto clinico.

Existen muchas técnicas matematicas posibles para determinar el estado de aneuploidia de un conjunto de datos
genéticos objetivo. En esta divulgacion se comentan algunas de tales técnicas, pero otras podrian utilizarse
igualmente bien. En una realizacién de la presente divulgacion, pueden utilizarse datos cualitativos y/o cuantitativos.
En una realizacién de la presente divulgacion pueden utilizarse datos parentales para deducir datos del genoma
objetivo que puedan haber sido medidos deficientemente, de forma incorrecta o de ningin modo. En una realizacion,
se pueden usar datos genéticos deducidos de uno o0 mas individuos para aumentar la probabilidad de que el estado
de ploidia sea determinado correctamente. En una realizacién de la presente divulgacion, pueden utilizarse diversas
técnicas, cada una de las cuales puede descartar determinados estados de ploidia, o determinar la probabilidad
relativa de determinados estados de ploidia, y las probabilidades de esas predicciones pueden ser combinadas para
obtener una prediccion del estado de ploidia con mayor confianza de la que es posible utilizando solamente una
técnica. Se puede calcular una confianza para cada determinacién cromosémica realizada.

Las mediciones de DNA, obtenidas por técnicas de secuenciaciéon, matrices de genotipado o cualquier otra técnica,
contienen cierto grado de error. La confianza relativa en una medicion determinada de ADN se ve afectada por
diversos factores, incluyendo el método de amplificacion, la tecnologia utilizada para medir el ADN, el protocolo
seguido, la cantidad de ADN usada, la integridad del ADN utilizado, el operador, y la frescura de los reactivos, por
mencionar solo algunos. Una forma de incrementar la precision de las mediciones es aplicar técnicas basadas en
informatica para inferir el estado genético correcto del ADN en el objetivo, en base al conocimiento del estado
genético de individuos relacionados. Dado que se espera que los individuos relacionados compartan determinado
aspecto de su estado genético, cuando se consideran en su conjunto los datos genéticos de diversos individuos
relacionados, es posible identificar probables errores en las mediciones, e incrementar la precisioén del conocimiento
de los estados genéticos de todos los individuos relacionados. Ademas, se puede calcular una confianza para cada
determinacion efectuada.

En algunos aspectos de la presente divulgacion, el individuo objetivo es un embrién, y el motivo de aplicar el método
divulgado a los datos genéticos del embrién es permitir a un médico u otro agente proceder a una eleccion informada
respecto a qué embribn o embriones deben ser implantados durante la IVF. En otro aspecto de la presente
divulgacion, el individuo objetivo es un feto, y el motivo de aplicar el método divulgado a los datos genéticos del feto
es permitir a un médico u otro agente proceder a una eleccion informada sobre posibles decisiones clinicas u otras
acciones a tomar respecto al feto.

Definiciones

SNP (Single Nucleotide Polymorphism, Polimorfismo de un Solo Nucledétido) puede referirse a un solo nucleétido que
puede ser distinto entre los genomas de dos miembros de la misma especie. El empleo del término no debe implicar
ninguna limitacion en la frecuencia con que se produce cada variante.

Determinar un SNP puede referirse al acto de tomar una decisién sobre el estado real de un par de bases
determinado, teniendo en cuenta la evidencia directa e indirecta.

Secuencia puede referirse a una secuencia de ADN o una secuencia genética. Puede referirse a la estructura
primaria, fisica de la molécula o cadena de ADN en un individuo.

Locus puede referirse a una region determinada de interés en el ADN de un individuo, que puede referirse a un SNP,
el punto de una posible insercion o supresién, o el punto de otra variacion genética relevante. SNPs vinculados a
enfermedad pueden referirse también a loci vinculados a enfermedad.

Alelo puede referirse a los genes que ocupan un locus determinado.

Determinar un alelo puede referirse al acto de determinar el estado genético de un locus concreto de ADN. Esto
puede implicar determinar un SNP, diversos SNPs, o determinar si hay o no una insercién o supresién en ese locus,
o determinar el nimero de inserciones que pueden estar presentes en ese locus, o determinar si esta presente en
ese locus alguna otra variante genética.

Correcta determinacion de alelo puede referirse a una determinacién de alelo que refleja correctamente el estado
real del verdadero material genético de un individuo.

Limpiar datos genéticos puede referirse a la accién de tomar datos genéticos imperfectos y corregir algin error o
todos ellos, o completar datos que faltaban en uno o mas loci. En el contexto de esta divulgacion, esto puede
implicar utilizar los datos genéticos de individuos relacionados y el método que se describe aqui.

Aumentar la fidelidad de las determinaciones de alelos puede referirse a la accién de limpiar datos genéticos
respecto a un conjunto de alelos.
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Datos genéticos imperfectos puede referirse a datos genéticos con algo de lo siguiente: pérdida de alelos,
mediciones imprecisas de pares de base, mediciones incorrectas de pares de base, falta de mediciones de pares de
base, mediciones dudosas de inserciones o supresiones, determinaciones dudosas del nimero de copias de
segmentos cromosémicos, sefiales falsas, ausencia de mediciones, otros errores o combinaciones de lo anterior.

Datos genéticos ruidosos puede referirse a datos genéticos imperfectos, llamados también datos genéticos
incompletos.

Datos genéticos sin limpiar puede referirse a datos genéticos tal como se han medido, es decir, sin utilizar ningan
método para corregir la presencia de ruido o errores en los datos genéticos en bruto; llamado también datos
genéticos crudos.

Confianza puede referirse a la probabilidad estadistica que el SNP, el alelo, el conjunto de alelos determinados, o el
namero determinado de copias de segmento de cromosoma represente correctamente el estado genético real del
individuo.

Determinacion de ploidia, también “determinacién del niumero de copias de cromosoma”, o “determinaciéon del
namero de copias (CNC), puede ser la accién de determinar la cantidad e identidad cromosémica de uno o mas
cromosomas presentes en una célula.

Aneuploidia puede referirse al estado en que estan presentes en una célula un nimero erréneo de cromosomas. En
el caso de una célula somética humana, puede referirse al caso de que una célula no contenga 22 pares de
cromosomas autosémicos y un par de cromosomas sexuales. En un gameto humano, puede referirse al caso de que
una célula no contenga uno de cada uno de los 23 cromosomas. Cuando se refiere a un solo cromosoma, puede
referirse al caso en el que mas o menos de dos cromosomas homélogos estén presentes.

Estado de ploidia puede ser la cantidad e identidad cromosémica de uno 0 mas cromosomas en una célula.

Identidad cromosémica puede referirse al nimero de cromosomas referente. Los humanos normales tienen 22 tipos
de cromosomas autosémicos numerados, y dos tipos de cromosomas sexuales. Puede referirse también al origen
parental del cromosoma. Puede también referirse a un cromosoma especifico heredado de los padres. También
puede referirse a otras caracteristicas identificadoras de un cromosoma.

El estado del material genético o simplemente “estado genético” puede referirse a la identidad de un conjunto de
SNPs en el ADN, puede referirse a los haplotipos de fase del material genético, y puede referirse a la secuencia del
ADN, incluyendo inserciones, supresiones, repeticiones y mutaciones. También puede referirse al estado de ploidia
de uno 0 mas cromosomas, segmentos cromosémicos o conjunto de segmentos cromosémicos.

Datos alélicos puede referirse a un conjunto de datos genotipicos respecto a un conjunto de uno o mas alelos.
Puede referirse a los datos haplotipicos de fase. Puede referirse a identidades de SNP, y puede referirse a los datos
de secuencia del ADN, incluyendo inserciones, supresiones, repeticiones y mutaciones. Puede incluir el origen
parental de cada alelo.

Estado alélico puede referirse al estado real de los genes en un conjunto de uno o mas alelos. Puede referirse al
estado real de los genes descrito por los datos alélicos.

Error de copia emparejada, también “aneuploidia de cromosoma emparejado”, o “MCA”, puede ser un estado de
aneuploidia donde una célula contiene dos cromosomas idénticos o casi idénticos. Este tipo de aneuploidia puede
surgir durante la formacion de los gametos en la mitosis, y puede ser denominada error de no disyuncién mitética.

Error de copia no emparejada, también “Aneuploidia de Cromosoma Unico” o “UCA”, puede ser un estado de
aneuploidia en el que una célula contiene dos cromosomas que proceden del mismo progenitor, y que pueden ser
homologos pero no idénticos. Este tipo de aneuploidia puede surgir durante la meiosis, y puede referirse como error
meiotico.

Mosaicismo puede referirse a un conjunto de células en un embrién u otro individuo que son heterogéneas respecto
a su estado de ploidia.

Cromosomas homélogos pueden ser cromosomas que contienen el mismo conjunto de genes que pueden
normalmente emparejarse durante la meiosis.

Cromosomas idénticos pueden ser cromosomas que contienen el mismo conjunto de genes, y para cada gen tienen
el mismo conjunto de alelos que son idénticos, o casi idénticos.

Pérdida de alelos (Allele Drop Out, ADO) puede referirse a la situacién en la que no se detecta uno de los pares de
base en un conjunto de pares de base de cromosomas homologos en un alelo determinado.

Pérdida de locus (Locus Drop Out, LDO) puede referirse a la situacion en la que no se detectan ambos pares de
base en un conjunto de pares de base de cromosomas homologos en un alelo determinado.

Homocigoto se refiere a tener alelos similares en loci cromosomicos correspondientes.
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Heterocigoto puede referirse a tener alelos distintos en loci cromosémicos correspondientes.
Region cromosémica puede referirse a un segmento de cromosoma o un cromosoma completo.

Segmento de un cromosoma puede referirse a una seccién de un cromosoma que en cuanto a tamafio puede ir de
un par de base al cromosoma completo.

Cromosoma puede referirse a un cromosoma completo, o también a un segmento o seccién de un cromosoma.

Copias puede referirse al nimero de copias de un segmento de cromosoma, a copias idénticas, o puede referirse a
copias no idénticas homélogas de un segmento de cromosoma, donde las distintas copias del segmento de
cromosoma contienen un conjunto de loci sustancialmente similar, y donde uno o mas de los alelos son distintos.
Hay que advertir que en algunos casos de aneuploidia, tales como el error de copia M2, es posible tener algunas
copias del segmento de cromosoma determinado que sean idénticas, asi como algunas copias del mismo segmento
de cromosoma que no sean idénticas.

Haplotipo es una combinacion de alelos en multiples loci que son transmitidos juntos en el mismo cromosoma. El
haplotipo puede referirse a solamente dos loci 0 a un cromosoma completo, dependiendo del nimero de eventos de
recombinacién que se han producido entre un conjunto de loci determinado. El haplotipo puede referirse también a
un conjunto de polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) en una sola crométida que estan asociados
estadisticamente.

Datos haplotipicos llamados también “datos por fase” o “datos genéticos ordenados”; puede referirse a datos de un
solo cromosoma en un genoma diploide o poliploide; es decir, la copia materna o paterna aislada de un cromosoma
en un genoma diploide.

Ajuste por fases puede referirse a la accion de determinar los datos genéticos haplotipicos de un individuo concreto
no ordenados, datos genéticos diploides (o poliploides). Puede referirse a la accion de determinar cuél de dos genes
en un alelo, para un conjunto de alelos hallado en un cromosoma, esti asociado con cada uno de los dos
cromosomas homélogos en un individuo.

Datos por fases puede referirse a los datos genéticos donde se ha determinado el haplotipo.

Datos de determinacion de alelos por fases puede referirse a los datos alélicos, donde ha sido determinado el estado
alélico, incluyendo datos del haplotipo. En una realizacion, los datos de determinacion de alelos parentales por fase,
determinados por un método informatico, pueden ser utilizados como datos genéticos obtenidos en un aspecto de
determinacion de ploidia de la presente divulgacion.

Datos genéticos no ordenados pueden referirse a datos combinados derivados de mediciones de dos o mas
cromosomas en un genoma diploide o poliploide; €j. las copias materna y paterna de un cromosoma concreto en un
genoma diploide.

Datos genéticos “de” “en” “desde” o "sobre " un individuo puede referirse a datos describiendo aspectos del genoma
de un individuo. Puede referirse a un locus o un conjunto de loci, secuencias parciales o enteras, cromosomas
parciales o enteros o el genoma completo.

Hipdtesis puede referirse a un conjunto de posibles estados de ploidia en un conjunto de cromosomas determinado,
0 un conjunto de estados alélicos posibles en un conjunto de loci determinado. El conjunto de posibilidades puede
contener uno 0 mas elementos.

Hipotesis de nimero de copias, también “hipétesis de estado de ploidia”, puede referirse a una hipotesis sobre
cuantas copias de un cromosoma determinado hay en un individuo. Puede referirse también a una hipotesis sobre la
identidad de cada uno de los cromosomas, incluyendo el progenitor de origen de cada cromosoma, y cudl de los dos
cromosomas del progenitor esta presente en el individuo. También puede referirse a una hipdtesis sobre qué
cromosomas, 0 segmentos de cromosomas, de haberlos, de un individuo relacionado, se corresponden
genéticamente con un cromosoma determinado de un individuo.

Hipotesis alélica puede referirse a un posible estado alélico de un conjunto determinado de alelos. Un conjunto de
hipotesis alélicas puede referirse a un conjunto de hipétesis que describan, juntas, todos los posibles estados
alélicos en el conjunto de alelos. También puede referirse a una hip6tesis sobre qué cromosomas, o segmentos de
cromosomas, de haberlos, de un individuo relacionado, se corresponden genéticamente con un cromosoma
determinado de un individuo.

Individuo objetivo puede referirse al individuo cuyos datos genéticos estan siendo determinados. En un contexto, hay
disponible solamente una cantidad limitada de ADN del individuo objetivo. En un contexto, el individuo objetivo es un
embrion o un feto. En algunas realizaciones, puede haber mas de un individuo objetivo. En algunas realizaciones,
cada nifio, embrion, feto o esperma derivados de un par de progenitores puede ser considerado individuo objetivo.

Individuo relacionado puede referirse a cualquier individuo que esté relacionado genéticamente, y comparta por tanto
bloques de haplotipos con el individuo objetivo. En un contexto, el individuo objetivo puede ser un progenitor
genético del individuo objetivo, o cualquier material genético derivado de un progenitor, como esperma, un cuerpo
polar, un embrién, un feto o un nifio. Puede referirse también a un hermano o abuelo.
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Hermano puede referirse a cualquier individuo cuyos padres sean los mismos que los del individuo en cuestion. En
algunas realizaciones, puede referirse a un nifio ya nacido, a un embrién, o a un feto, o una o mas células
procedentes de un nifio ya nacido, de un embrién o de un feto. Un hermano puede referirse también a un individuo
haploide procedente de uno de los progenitores, como esperma, un cuerpo polar, o cualquier otro conjunto de
materia genética haplotipica. Un individuo puede ser considerado hermano de si mismo.

Progenitor puede referirse a la madre o el padre genéticos de un individuo. Un individuo tiene tipicamente dos
progenitores, una madre y un padre. Un progenitor puede ser considerado un individuo.

Contexto parental puede referirse al estado genético de un SNP determinado, en cada uno de los dos cromosomas
relevantes para cada uno de los dos progenitores del objetivo.

Desarrollo segun lo deseado, también “desarrollo normal”, puede referirse a un embrién viable implantado en un
Utero y que resulte en un embarazo. También puede referirse al embarazo que sigue y que resulta en un nacimiento
vivo. También puede referirse a que el nifio nacido carece de anormalidades cromosémicas. También puede
referirse a que el nifio nacido carece de otros estados genéticos no deseados, tales como genes vinculados a
enfermedad. El término “desarrollo segun lo deseado” comprende todo aquello que puedan desear los padres o el
personal sanitario. En algunos casos “desarrollo seguin lo deseado” puede referirse a un embrion viable o no viable
gue resulte util para la investigacion médica u otros fines.

Insercion en un Utero puede referirse al proceso de transferencia de un embridn a la cavidad uterina, en el contexto
de la fertilizacion in vitro.

Decision clinica puede referirse a toda decision de emprender o no una accion, que tenga un resultado que afecte a
la salud o la supervivencia de un individuo. En el contexto de la IVF, una decision clinica puede referirse a la
decision de implantar o no uno o méas embriones. En el contexto del diagndstico prenatal, una decision clinica puede
referirse a la decision de abortar o no un feto. Una decision clinica puede referirse a la decision de realizar mas
pruebas.

Respuesta de plataforma puede referirse a la caracterizacion matemética de las caracteristicas de entrada/ salida de
una plataforma de medicidon genética, y puede utilizarse como medida de las diferencias de medicion previsibles
estadisticamente.

Método basado en informatica puede referirse a un método disefiado para determinar el estado de ploidia de uno o
mas cromosomas, o el estado alélico de uno o més alelos, deduciendo estadisticamente el estado méas probable, en
lugar de medir directamente de forma fisica el estado. En una realizacién de la presente divulgacion, la técnica
basada en informética puede ser una divulgada en esta patente. En una realizacién de la presente divulgacion puede
ser PARENTAL SUPPORT™.,

Técnica especializada puede referirse a un método usado para determinar un estado genético. En una realizaciéon
puede referirse a un método utilizado para determinar o colaborar en la determinacion del estado de ploidia de un
individuo. Puede referirse a un algoritmo, un método cuantitativo, un método cualitativo, y/o una técnica basada en
ordenador.

Intensidad de canal puede referirse a la potencia del fluorescente u otra sefial asociada a un alelo determinado, un
par de base u otro marcador genético que sea resultado de un método utilizado para medir datos genéticos. Puede
referirse a un conjunto de resultados. En una realizacién, puede referirse al conjunto de resultados de una matriz de
genotipado.

Curva de funcion de distribucion acumulativa (CDF) puede referirse a un incremento mondétono, la correcta

distribucion de probabilidad continua de una variable, donde la coordenada “y” de un punto en la curva se refiere a la
probabilidad de que la variable tome un valor inferior o igual a la coordenada “x” del punto.

Contexto parental

El contexto parental puede referirse al estado genético de un SNP determinado, en cada uno de los dos
cromosomas relevantes para cada uno de los dos progenitores del objetivo. Hay que advertir que en una realizacion,
el contexto parental no se refiere al estado alélico del objetivo, sino al estado alélico de los padres. El contexto
parental de un SNP determinado puede consistir en cuatro pares de base, dos paternos y dos maternos; pueden ser
iguales o distintos entre si. Esto viene expresado tipicamente como “mim2|fif2”, donde mi y m2 son el estado
genético del SNP determinado en los dos cromosomas maternos, y fi y f2 son el estado genético de dicho SNP en
los dos cromosomas paternos. En algunas realizaciones, el contexto parental puede venir expresado como “fAlminV’.
Hay que sefialar que los subindices “1” y “2” se refieren al genotipo, en ese alelo determinado, del primer y el
segundo cromosoma; véase también que la eleccién de qué cromosoma se etiqueta como “1” y cual como “2” es
arbitraria.

Hay que sefialar que, en esta divulgacion, A y B se utilizan frecuentemente para representar de forma genérica
identidades de pares de base; A o B podrian representar igualmente bien a C (citosina), G (guanina), A (adenina) o T
(timina). Por ejemplo, si en un alelo determinado, el genotipo materno era T en un cromosoma, y G en el cromosoma
homologo, y el genotipo paterno en ese alelo es G en ambos cromosomas homologos, se podria decir que el alelo
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del individuo objetivo tiene el contexto parental de AB|BB. Véase que, en teoria, cualquiera de los cuatro alelos
posibles podria darse en un alelo determinado, y asi es posible, por ejemplo, que la madre tenga un genotipo de AT,
y el padre tenga un genotipo de GC en un alelo determinado. No obstante, datos empiricos indican que en la
mayoria de los casos solo dos de los cuatro posibles pares de base se observan en un alelo determinado. En esta
divulgacion, en el debate se supone que se observaran solamente dos posibles pares de base en un alelo
determinado, aunque resultara obvio para un experto en la técnica como pueden modificarse las realizaciones
divulgadas aqui para tener en cuenta los casos en los que este supuesto no es valido.

Un “contexto parental” puede referirse a un conjunto o subconjunto de SNPs objetivo que tienen el mismo contexto
parental. Por ejemplo, si hubiera que medir 1000 alelos en un cromosoma determinado en un individuo objetivo, el
contexto AA|BB podria referirse al conjunto de todos los alelos en el grupo de 1000 alelos donde el genotipo de la
madre del objetivo era homocigoto, y el genotipo del padre del objetivo es homocigoto, pero donde el genotipo
materno y el genotipo paterno son distintos en ese locus. Si los datos parentales no estan por fases, y por tanto AB =
BA, hay nueve contextos parentales posibles: AA|AA, AAJAB, AA|BB, AB|AA, AB|AB, AB|BB, BB|AA, BBJAB, y
BBJ|BB. Si los datos parentales estan por fases, y por tanto AB # BA, hay dieciséis posibles contextos parentales
distintos: AAJAA, AAJAB, AA|BA, AA|BB, ABJAA, ABJAB, AB|BA, AB|BB, BA|AA, BA|AB, BA|BA, BA|BB, BB|AA,
BB|AB, BB|BA, y BB|BB. Cada alelo SNP de un cromosoma, excluyendo algunos SNPs en los cromosomas
sexuales, tiene uno de esos contextos parentales. El conjunto de SNPs donde el contexto parental en un progenitor
es heterocigoto puede ser denominado el contexto heterocigoto.

Hipotesis
Una hipoétesis puede referirse a un posible estado genético. Puede referirse a un posible estado de ploidia. Puede
referirse a un posible estado alélico. Un conjunto de hipotesis se refiere a un conjunto de posibles estados genéticos.

En algunas realizaciones, un conjunto de hipétesis puede ser disefiado de forma que una de las hipotesis del
conjunto corresponda al estado genético real de un individuo determinado.

En algunas realizaciones, un conjunto de hipotesis puede estar disefiado de forma que todo posible estado genético
pueda ser descrito por lo menos por una hipétesis del conjunto. En algunas realizaciones de la presente divulgacion,
un aspecto del método consiste en determinar qué hipoétesis corresponde al estado genético real del individuo en
cuestion.

En otra realizacion de la presente divulgacion, un paso incluye la creacién de una hipétesis. En algunas
realizaciones puede ser una hipotesis del nimero de copias. En algunas realizaciones puede incluir una hip6tesis
sobre qué segmentos de un cromosoma de cada uno de los individuos relacionados corresponde genéticamente a
qué segmentos, de haberlos, de los otros individuos relacionados. Crear una hipétesis puede referirse al hecho de
establecer los limites de las variables, de forma que la totalidad del conjunto de posibles estados genéticos que
estan siendo considerados estén comprendidos en esas variables.

Una “hipdtesis de numero de copias”, denominada también una “hipotesis de ploidia”, o una “hipétesis de estado de
ploidia”, puede referirse a una hipétesis relacionada con un posible estado de ploidia para un cromosoma
determinado, o seccion de un cromosoma, en el individuo objetivo. Puede referirse también al estado de ploidia en
més de uno de los cromosomas del individuo. Un conjunto de hipétesis de numero de copias puede referirse a un
conjunto de hipétesis donde cada hipétesis corresponde a un posible estado de ploidia distinto en un individuo. Un
individuo normal contiene uno de cada cromosoma de cada progenitor. No obstante, debido a errores en meiosis y
mitosis, es posible que un individuo tenga 0, 1,2, o mas de un cromosoma determinado de cada progenitor. En la
practica, es poco frecuente ver mas de dos de un cromosoma determinado de un progenitor. En esta divulgacion, las
realizaciones solo consideran las hipétesis posibles en las que 0, 1, o 2 copias de un cromosoma determinado
proceden de un progenitor. En algunas realizaciones, para un cromosoma determinado hay nueve posibles
hipétesis: las tres hipdtesis posibles referentes a 0, 1, 0 2 cromosomas de origen materno, multiplicado por las tres
hip6tesis posibles sobre 0, 1, 0 2 cromosomas de origen paterno. Consideremos que (m,f) se refiere a la hipotesis en
la que m es el numero de un cromosoma determinado heredado de la madre, y f es el nimero de un cromosoma
determinado heredado del padre. En consecuencia, las nueve hipétesis son (0,0), (0,1), (0,2), (1,0), (1,1), (1,2), (2,0),
(2,1), y (2,2). Las distintas hipétesis corresponden a diferentes estados de ploidia. Por ejemplo, (1,1) se refiere a un
cromosoma disémico normal; (2,1) se refiere a una trisomia materna, y (0,1) se refiere a una monosomia paterna. En
algunas realizaciones, el caso en el que dos cromosomas son heredados de un progenitor, y un cromosoma del otro
puede diferenciarse ademas en dos casos: uno en el que los dos cromosomas son idénticos (error de copias
emparejadas), y uno en el que los dos cromosomas son homélogos pero no idénticos (error de copias no
emparejadas).

En estas realizaciones, hay dieciséis hipétesis posibles. Es posible utilizar otros conjuntos de hipotesis, y deberia ser
evidente para un experto en la técnica cdmo modificar el método divulgado para tener en cuenta un nimero de
hipétesis distinto.

En algunas realizaciones de la presente divulgacion, la hipétesis de la ploidia puede referirse a una hipotesis sobre
gué cromosoma de otros individuos relacionados corresponde a un cromosoma hallado en el genoma del individuo
objetivo. En algunas realizaciones, una clave del método es el hecho de que cabe esperar que individuos
relacionados compartan bloques haplotipicos, y utilizando datos genéticos medidos de individuos relacionados, junto
con el conocimiento de qué bloques haplotipicos coinciden entre el individuo objetivo y el individuo relacionado, es
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posible inferir los datos genéticos correctos de un individuo objetivo con mayor confianza que utilizando solamente
las mediciones genéticas del individuo objetivo. Como tal, en algunas realizaciones la hipétesis de ploidia puede
referirse no solamente al nimero de cromosomas, sino también a qué cromosomas en individuos relacionados son
idénticos, o casi idénticos, a uno o mas cromosomas del individuo objetivo.

Una hipotesis alélica, o una “hipdtesis de estado alélico” puede referirse a una hipdtesis referente a un posible
estado alélico de un conjunto de alelos. En algunas realizaciones, es una clave de este método que, como se ha
descrito mas arriba, individuos relacionados pueden compartir bloques haplotipicos, lo que puede ayudar en la
reconstrucciéon de datos genéticos que no hayan sido medidos perfectamente. Una hipoétesis alélica puede referirse
también a una hipotesis sobre qué cromosomas, 0 segmentos de cromosomas, de haberlos, de un individuo
relacionado se corresponden genéticamente con un cromosoma determinado de un individuo. La teoria de la meiosis
nos dice que cada cromosoma en un individuo viene heredado de uno de los dos progenitores, y esto es una copia
casi idéntica de un cromosoma parental. Por consiguiente, si se conocen los haplotipos de los padres, es decir, el
genotipo ajustado por fases de los padres, se puede inferir también el genotipo del hijo. (Aqui el término hijo incluye
todo individuo formado a partir de dos gametos, uno de la madre y uno del padre). En una realizacién de la presente
divulgacion, la hipdtesis alélica describe un posible estado alélico en un conjunto de alelos, incluyendo los
haplotipos, asi como qué cromosomas de individuos relacionados pueden coincidir con el o los cromosomas que
contienen el conjunto de alelos.

Una vez se ha definido el conjunto de hipotesis, cuando los algoritmos operan sobre los datos genéticos de entrada,
pueden dar como resultado una probabilidad estadistica determinada para cada una de las hip6tesis consideradas.
Las probabilidades de las diversas hipétesis pueden determinarse calculando mateméticamente, para cada una de
las distintas hipétesis, el valor de la probabilidad, como lo indican una o més de las técnicas especializadas, los
algoritmos, y/o los métodos descritos en otra parte de esta divulgacién, utilizando como entrada los datos genéticos
pertinentes.

Una vez calculadas las probabilidades de las distintas hipétesis, como se haya determinado por diversas técnicas,
se pueden combinar. Esto puede implicar multiplicar para cada hipdtesis las probabilidades determinadas mediante
cada técnica. El producto de las probabilidades de las hipétesis puede ser normalizado. Hay que advertir que una
hipétesis de ploidia se refiere a un posible estado de ploidia de un cromosoma.

El proceso de “combinacion de probabilidades”, denominado también “hipétesis combinadas”, o combinar los
resultados de técnicas especializadas, es un concepto que debe resultar familiar a los expertos en la técnica del
algebra lineal. Una posible forma de combinar probabilidades es como sigue: cuando se utiliza una técnica
especializada para evaluar un conjunto de hipétesis en un conjunto determinado de datos genéticos, el resultado del
método es un conjunto de probabilidades asociadas, de forma uno-a-uno, a cada hipétesis del conjunto de hipotesis.

Cuando un conjunto de probabilidades que han sido determinadas por una primera técnica especializada, cada una
de las cuales esta asociada a una de las hipotesis del conjunto, se combina con un conjunto de probabilidades
determinadas por una segunda técnica especializada, cada una de las cuales va asociada con el mismo conjunto de
hipétesis, los dos conjuntos de probabilidades se multiplican. Esto significa que, para cada hip6tesis del conjunto, las
dos probabilidades asociadas a esa hipétesis, determinadas por los dos métodos de experto, se multiplican juntas, y
el producto correspondiente es el resultado de probabilidades. Este proceso puede ampliarse a cualquier nUmero de
técnicas especializadas. Si se utiliza solamente una técnica especializada, las probabilidades de salida son las
mismas que las de entrada. Si se utilizan mas de dos técnicas especializadas, las probabilidades pertinentes pueden
multiplicarse al mismo tiempo. Los productos pueden normalizarse de forma que las probabilidades de las hipotesis
en el conjunto de hipétesis sumen 100%.

En algunas realizaciones, si las probabilidades combinadas de una hipétesis determinada son mayores que las
probabilidades combinadas de cualquiera de las otras hipdtesis, puede considerarse que esa hipotesis se determina
como la mas probable. En algunas realizaciones, se puede determinar una hipétesis como la mas probable, y el
estado de ploidia, u otro estado genético puede ser determinado si la probabilidad normalizada es superior a un
umbral. En una realizacién, esto puede significar que el nimero y la identidad de los cromosomas asociados a esa
hipétesis pueden ser determinados como el estado de ploidia. En una realizacidn, esto puede significar que la
identidad de los alelos asociados a esa hipdtesis puede ser determinada como el estado alélico. En algunas
realizaciones el umbral puede situarse entre el 50% y aproximadamente el 80%. En algunas realizaciones el umbral
puede situarse entre el 80% y aproximadamente el 90%. En algunas realizaciones el umbral puede situarse entre el
90% vy aproximadamente el 95%. En algunas realizaciones el umbral puede situarse entre el 95% vy
aproximadamente el 99%. En algunas realizaciones el umbral puede situarse entre el 99% y aproximadamente el
99,9%. En algunas realizaciones el umbral puede situarse por encima de aproximadamente el 99,9%.

Algunas realizaciones

En una realizacion de la presente invencién, un método para determinar un estado de ploidia de por lo menos un
cromosoma en un individuo objetivo incluye la obtencion de datos genéticos del individuo objetivo, y de uno o0 mas
individuos relacionados; crear un conjunto de por lo menos una hipétesis de estado de ploidia para cada uno de los
cromosomas del individuo objetivo; utilizar una o mas técnicas especializadas para determinar una probabilidad
estadistica para cada hipotesis de estado de ploidia en el conjunto, para cada técnica especializada utilizada,
considerando los datos genéticos obtenidos; combinar, para cada hipotesis de estado de ploidia, las probabilidades
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estadisticas determinadas por una o mas técnicas especializadas; y determinar el estado de ploidia de cada uno de
los cromosomas en el individuo objetivo en base a las probabilidades estadisticas combinadas de cada una de las
hipétesis de estado de ploidia.

En una realizacion, se puede determinar el estado de ploidia de cada uno de los cromosomas del individuo objetivo
en el contexto de la fertilizacién in vitro, y donde el individuo objetivo es un embrién. En una realizacién, se puede
determinar el estado de ploidia de cada uno de los cromosomas en el individuo objetivo en el contexto del
diagnostico prenatal no invasivo, y donde el individuo objetivo es un feto. Se puede determinar el estado de ploidia
de cada uno de los cromosomas en el individuo objetivo en el contexto del cribado de una situacion cromosémica
seleccionada del grupo que incluye, entre otros, euploidia, nulisomia, monosomia, disomia uniparental, trisomia,
trisomia emparejada, trisomia no emparejada, tetrasomia, otra aneuploidia, translocacién no balanceada,
supresiones, inserciones, mosaicismo y combinaciones de lo anterior. En una realizacién, se puede determinar el
estado de ploidia de cada uno de los cromosomas en el individuo objetivo para diversos embriones, y se utiliza para
seleccionar por lo menos un embrién para su insercién en un Utero. Se toma una decision clinica tras determinar el
estado de ploidia de cada cromosoma en el individuo objetivo.

En algunas realizaciones de la presente invencién, un método para la determinacién del estado de ploidia de uno o
més cromosomas en un individuo objetivo puede incluir los siguientes pasos:

Primero, se pueden obtener datos genéticos del individuo objetivo y de uno o mas individuos relacionados. En una
realizacién, los individuos relacionados incluyen a los dos progenitores del individuo objetivo. En una realizacién, los
individuos relacionados incluyen los hermanos del individuo objetivo. Estos datos genéticos de individuos pueden
obtenerse de distintas maneras, incluyendo, entre otras, mediciones de salida de una plataforma de genotipado;
datos secuenciados medidos en el material genético del individuo; datos genéticos in silico; datos de salida de un
método informético disefiado para limpiar datos genéticos o pueden ser de otras fuentes.

El material genético utilizado para mediciones puede ser amplificado por diversas técnicas conocidas por los
expertos.

Los datos genéticos del individuo objetivo pueden ser medidos utilizando herramientas o técnicas tomadas de un
grupo incluyendo, entre otros, Sondas de Inversién Molecular (MIP), Micromatrices de Genotipado, el TagMan SNP
Genotyping Assay, el lllumina Genotyping System, otros ensayos de genotipado, hibridacion in situ fluorescente,
(FISH), secuenciacion, otras plataformas de genotipado de alto rendimiento y combinaciones de lo anterior. Los
datos genéticos de individuo objetivo pueden ser medidos analizando sustancias tomadas de un grupo incluyendo,
entre otras, una o mas células diploides del individuo objetivo, una o0 méas células haploides del individuo objetivo,
uno o mas blastémeros del individuo objetivo, material genético extracelular hallado en el individuo objetivo, material
genético extracelular del individuo objetivo hallado en sangre materna, células del individuo objetivo halladas en
sangre materna, material genético del que se sabe que procede del individuo objetivo, y combinaciones de lo
anterior. Los datos genéticos del individuo relacionado pueden ser medidos analizando sustancias tomadas de un
grupo incluyendo, entre otras, masa de tejido diploide del individuo relacionado, una o méas células diploides del
individuo relacionado, una o mas células haploides tomadas del individuo relacionado, uno o0 mas embriones creados
a partir de un o unos gametos del individuo relacionado, uno o méas blastémeros tomados de tal embrién, material
genético extracelular hallado en el individuo relacionado, material genético del que se sabe que procede del
individuo relacionado, y combinaciones de lo anterior.

Segundo, se puede crear un conjunto de por lo menos una hipétesis de estado de ploidia para cada uno de los
cromosomas del individuo objetivo. Cada una de las hipotesis de estado de ploidia puede referirse a un posible
estado de ploidia del cromosoma del individuo objetivo. El conjunto de hip6tesis puede incluir todos los posibles
estados de ploidia que se puede esperar que tenga el cromosoma del individuo objetivo.

Tercero, utilizando una 0 mas de las técnicas especializadas discutidas en esta divulgacién, se puede determinar
una probabilidad estadistica para cada hipétesis de estado de ploidia en el conjunto. En algunas realizaciones, la
técnica especializada puede incluir un algoritmo que opere sobre los datos genéticos obtenidos, y el resultado puede
ser una probabilidad estadistica determinada para cada una de las hipdtesis consideradas. En una realizacion, por lo
menos en una de las técnicas especializadass se utilizan datos de determinacion de alelos parentales por fases, es
decir, que utiliza como entrada datos alélicos de los padres del individuo objetivo, donde han sido determinados los
haplotipos de los datos alélicos. En una realizacion, por lo menos una de las técnicas especializadas es especifica
para un cromosoma sexual. El conjunto de probabilidades determinadas puede corresponder al conjunto de
hipétesis. En una realizacion, la probabilidad estadistica incluye trazar una curva de funcion de distribucion
acumulativa para uno 0 mas contextos parentales. En una realizacién, la determinacion de la probabilidad estadistica
para cada una de las hipotesis de estado de ploidia puede incluir comparar las intensidades de los datos de salida
de genotipado, promediadas sobre un conjunto de alelos, a intensidades esperadas. Las matematicas de base de
las diversas técnicas especializadas se describen en otro punto de esta divulgacion.

Cuarto, el conjunto de probabilidades determinadas puede ser entonces combinado. Esto puede implicar, para cada
hipétesis, multiplicar las probabilidades determinadas por cada técnica, y puede implicar también normalizar las
hipétesis. En algunas realizaciones, se pueden combinar las probabilidades bajo la suposicién de que son
independientes. El conjunto de los productos de las probabilidades para cada hipétesis es entonces el resultado
como probabilidades combinadas de las hipotesis.
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Por ultimo, el estado de ploidia del individuo objetivo se determina como el estado de ploidia asociado a la hip6tesis
de mayor probabilidad. En algunos casos, una hipétesis tendra una probabilidad combinada normalizada superior a
90%. Cada hipotesis es asociada a un estado de ploidia, y el estado de ploidia asociado a la hip6tesis cuya
probabilidad combinada normalizada es superior a 90%, o algun otro valor umbral, puede ser elegido como el estado
de ploidia determinado.

En una realizacion de la presente divulgacion, un método para la determinacion de un estado alélico en un conjunto
de alelos de un individuo objetivo, procedente de uno o ambos progenitores del individuo objetivo, y posiblemente de
uno o mas individuos relacionados, incluye la obtencién de datos genéticos del individuo objetivo, y de uno o ambos
progenitores, y de individuos relacionados; crear un conjunto de por lo menos una hipétesis alélica para el individuo
objetivo, y para uno o ambos progenitores, y opcionalmente para el o los individuos relacionados, donde las
hipétesis describen posibles estados alélicos en el conjunto de alelos; determinar una probabilidad estadistica para
cada hipotesis alélica en el conjunto de hipétesis considerando los datos genéticos obtenidos; y determinar el estado
alélico para cada uno de los alelos en el conjunto de alelos del individuo objetivo, y para uno o ambos progenitores, y
opcionalmente para el individuo o individuos relacionados, basado en las probabilidades estadisticas de cada una
de las hipdtesis alélicas. En una realizacion, el método tiene en cuenta una posibilidad de cruces de ADN que puede
producirse durante la meiosis. En una realizacién, el método puede llevarse a cabo paralelamente o conjuntamente
con un método que determine el nimero de copias de un segmento de cromosoma determinado presente en el o los
individuos objetivo, y donde ambos métodos utilizan una misma célula, o grupo de células, procedentes de uno o
mas individuos objetivo como fuente de datos genéticos.

En una realizacion, la determinacion del estado alélico puede llevarse a cabo en el contexto de la fertilizacion in vitro,
y donde por lo menos uno de los individuos objetivo es un embrién. En una realizacion, la determinacién del estado
alélico puede llevarse a cabo donde por lo menos uno de los individuos objetivo es un embrién, y donde la
determinacion del estado alélico en el conjunto de alelos del o de los individuos objetivo se lleva a cabo para
seleccionar por lo menos un embrién para su transferencia en el contexto de la IVF, y donde los individuos objetivo
son seleccionados del grupo incluyendo, entre otros, uno o0 mas embriones que son de los mismos progenitores, uno
0 mas espermas del padre, y combinaciones de lo anterior. En una realizacion, la determinacion del estado alélico
puede ser realizada en el contexto del diagndéstico prenatal no invasivo, y donde por lo menos uno de los individuos
objetivo es un feto. En una realizacion, la determinacion del estado alélico del conjunto de alelos del o de los
individuales objetivo puede incluir un genotipo por fases en un conjunto de alelos para esos individuos. Se puede
tomar una decision clinica tras determinar el estado alélico en el conjunto de alelos del individuo o individuos
objetivo.

En algunas realizaciones de la presente divulgacion, un método para determinar los datos alélicos de uno o mas
individuos objetivo, y uno o ambos progenitores de los padres de los individuos objetivo, en un conjunto de alelos,
puede incluir los siguientes pasos:

Primero, se pueden obtener datos genéticos del individuo o individuos objetivo, de uno o ambos progenitores, y de
cero o mas individuos relacionados. Estos datos genéticos de individuos pueden obtenerse de distintos modos
incluyendo, entre otros, mediciones de salida de una plataforma de genotipado; pueden ser datos secuenciados
medidos en el material genético del individuo; pueden ser datos genéticos in silico; pueden ser datos de salida de un
método informéatico disefiado para limpiar datos genéticos, o pueden ser de otras fuentes. En una realizacion, los
datos genéticos obtenidos pueden incluir polimorfismos de un solo nucledtido medidos de una matriz de genotipado.
En una realizacion, los datos genéticos obtenidos pueden incluir datos de secuencia de ADN, es decir, la secuencia
genética medida representando la estructura primaria del ADN del individuo. El material genético utilizado para las
mediciones puede ser amplificado mediante diversas técnicas conocidas por los expertos. En una realizacion, los
individuos objetivo son todos hermanos. En una realizacion, una o mas de las mediciones genéticas de los
individuos objetivo se efectuaron sobre células individuales. En una realizacién, se pueden utilizar modelos de
respuesta de plataforma para determinar una probabilidad de un genotipo real considerando las mediciones
genéticas observadas, y un sesgo de medicidn caracteristico de la técnica de genotipado.

Los datos genéticos del individuo objetivo pueden medirse utilizando herramientas y o técnicas tomadas de un grupo
incluyendo, entre otras, Molecular Inversion Probes (MIP), Genotyping Microarrays, el TagMan SNP Genotyping
Assay, el llumina GenotypingSystem, otras matrices de genotipado, hibridacion in situ fluorescente (FISH),
secuenciacion, otras plataformas de genotipado de alto rendimiento y combinaciones de ellos. Los datos genéticos
del individuo objetivo pueden ser medidos analizando sustancias tomadas de un grupo incluyendo, entre otras, una o
mas células diploides del individuo objetivo, una o mas células haploides del individuo objetivo, uno o mas
blastomeros del individuo objetivo, material genético extracelular hallado en el individuo objetivo, material genético
extracelular del individuo objetivo hallado en sangre materna, células del individuo objetivo halladas en la sangre
materna, material genético del que se sabe procede del individuo objetivo y combinaciones de lo anterior. Los datos
genéticos del individuo relacionado pueden ser medidos analizando sustancias tomadas de un grupo incluyendo,
entre otras, masa de tejido diploide del individuo relacionado, una o mas células diploides del individuo relacionado,
una o mas células haploides tomadas del individuo relacionado, uno o mas embriones creados de un gameto o
gametos del individuo relacionado, uno o mas blastomeros tomados de tal embrién, material genético extracelular
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hallado en el individuo relacionado, material genético del que se sabe que procede del individuo relacionado, y
combinaciones de lo anterior.

Segundo, se puede crear un conjunto de diversas hipotesis alélicas para el conjunto de alelos, para cada uno de los
individuos. Cada una de las hipotesis alélicas puede referirse a una posible identidad para cada uno de los alelos en
el conjunto de alelos para ese individuo. En una realizacion, la identidad de los alelos de un individuo objetivo puede
incluir el origen del alelo, es decir, el progenitor del que procede genéticamente el alelo, y el cromosoma especifico
del que deriva genéticamente el alelo. El conjunto de las hipétesis puede incluir todos los posibles estados alélicos
que cabe esperar que tenga el individuo objetivo dentro de ese conjunto de alelos.

Por ultimo, se puede determinar una probabilidad estadistica para cada una de las hipétesis alélicas considerando
los datos genéticos obtenidos. La determinacion de la probabilidad de una hipotesis determinada puede establecerse
utilizando cualquiera de los algoritmos descritos en esta divulgacion, especificamente los de la seccion de la
determinacion de alelos. El conjunto de hipétesis alélicas de un individuo puede incluir todos los posibles estados
alélicos de dicho individuo, en el conjunto de alelos. Las hip6tesis que coinciden mas exactamente con los datos
genéticos medidos ruidosos del individuo objetivo son las que probablemente sean las correctas. La hipétesis que se
corresponde exactamente con los datos genéticos reales del individuo objetivo es la de mayor posibilidad de ser
identificada como con una probabilidad muy alta. Se puede determinar que el estado alélico es el que corresponde a
la hipdtesis determinada como con la mayor probabilidad. En algunas realizaciones el estado alélico puede ser
determinado para varios subconjuntos del conjunto de alelos.

Parental Support

Algunas realizaciones de la presente divulgacion pueden utilizar el método PARENTAL SUPPORT™ (PS) basado en
informatica. En algunas realizaciones, el método PARENTAL SUPPORT ™ es un conjunto de métodos que pueden
ser utilizados para determinar los datos genéticos, con alta precision, de una célula o un nimero reducido de células,
especificamente para determinar alelos vinculados a enfermedad, otros alelos de interés, y/o el estado de ploidia de
la célula o células.

El método PARENTAL SUPPORT™ utiliza datos genéticos parentales conocidos; es decir, datos genéticos
haplotipicos y/o diploides de la madre y/o el padre, junto con el conocimiento del mecanismo de la meiosis y la
mediciéon imperfecta del ADN objetivo, y posiblemente de uno o mas individuos relacionados, para reconstruir,
insilico, el genotipo en diversos alelos, y/o el estado de ploidia de un embrion o de cualquier célula o células objetivo,
y el ADN objetivo en la localizacion de loci clave con un alto grado de confianza. EI método PARENTAL
SUPPORT™ puede reconstruir no solamente polimorfismos de un solo nucledtido que fueran medidos
deficientemente, sino también inserciones y supresiones, y SNPs o regiones completas de ADN que no fueron
medidas en absoluto. Ademds, el método PARENTAL SUPPORT™ puede medir miltiples loci vinculados a
enfermedad, y también realizar un cribado de aneuploidia, partiendo de una sola célula. En algunas realizaciones, el
método PARENTAL SUPPORT™ puede ser utilizado para caracterizar una o mas células de embriones biopsiados
durante un ciclo de IVF para determinar la condicion genética de la o las células.

El método PARENTALSUPPORT™ permite limpiar datos genéticos ruidosos. Esto puede hacerse deduciendo los
correctos alelos genéticos en el genoma objetivo (embrién) utilizando el genotipo de individuos relacionados (padres)
como referencia. EIl PARENTAL SUPPORT™ puede ser especialmente pertinente cuando se dispone solamente de
una pequefia cantidad de material genético (ej. PGD) y donde las mediciones directas de los genotipos son
inherentemente ruidosas, debido a las limitadas cantidades de material genético. EI método PARENTAL
SUPPORT™ puede reconstruir secuencias de alelos diploides ordenadas con alta precision en el embrién, junto con
el nimero de copias de segmentos de cromosomas, aungue las mediciones diploides convencionales no ordenadas
pueden caracterizarse por elevadas tasas de pérdidas de alelos, inclusiones, sesgos de amplificacion variable y
otros errores. El método puede emplear un modelo genético subyacente, y un modelo subyacente de medicién de
error.

El modelo genético puede determinar probabilidades de alelos en cada SNP y probabilidades de cruce entre SNPs.
Las probabilidades de los alelos pueden ser modeladas en cada SNP en base a datos obtenidos de los padres, y
modelar probabilidades de cruce entre SNPs en base a datos obtenidos de la base de datos HapMap, desarrollada
por el International HapMapProject. Con el modelo genético subyacente y el modelo de error de medicién, puede
utilizarse una estimacion maximum a posteriori (MAP), con modificaciones para eficiencia informatica, para calcular
los valores de alelos ordenados correctos en cada SNP en el embrion.

Un aspecto de la tecnologia PARENTAL SUPPORT™ es un algoritmo de determinacion del nimero de copias
cromosoémicas que en algunas realizaciones utilizan contextos de genotipo parental. Para determinar el nimero de
copias, el algoritmo puede utilizar el fenomeno de pérdida de locus (LDO) combinado con distribuciones de
genotipos embriénicos esperados. Durante la amplificacion de genoma completo se produce necesariamente LDO.
La tasa de LDO concuerda con el nimero de copias del material genético del que deriva, es decir, menos copias
cromosomicas producen mas LDO, y viceversa. Como tal, se deduce que loci con determinados contextos de
genotipos parentales se comportan de un modo caracteristico en el embrién, relacionado con la probabilidad de
contribuciones alélicas al embrion. Por ejemplo, si ambos progenitores tienen estados BB homocigotos, el embrién
no deberia tener nunca estados AB o AA. En este caso, se espera que las mediciones en el canal de deteccion A
tengan una distribuciéon determinada por el ruido de fondo y varias sefiales de interferencia, pero no genotipos
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validos. A la inversa, si ambos progenitores tienen estados AA homocigotos, el embrién no deberia tener nunca
estados AB o BB, y se espera que las mediciones del canal A tengan la maxima intensidad posible considerando la
tasa de LDO en una amplificacion de genoma completo determinada. Cuando el estado de ndimero de copias
subyacente del embrién es distinto de disomia, los loci correspondientes a los contextos parentales especificos se
comportan de forma predecible, basado en el contenido alélico adicional aportado por uno de los progenitores o
carente en él. Esto permite la determinacion del estado de ploidia en cada cromosoma, o segmento de cromosoma.
Los detalles de una realizacion de este método se describen en otra parte de la presente divulgacion.

Determinacion del nUmero de copias utilizando contextos parentales

El concepto de los contextos parentales puede resultar Gtil en el contexto de la determinacion del nimero de copias
(denominado también “determinacion de ploidia”). Cuando estan genotipados, cabe esperar que todos los SNPs en
un primer contexto parental se comporten estadisticamente del mismo modo al ser medidos respecto a un estado de
ploidia determinado. Por el contrario, se puede esperar que algunos conjuntos de SNPs de un segundo contexto
parental se comporten de forma distinta a los del primer contexto parental en determinadas circunstancias, como en
ciertos estados de ploidia, y la diferencia en comportamiento puede ser caracteristica para un estado o conjunto de
estados de ploidia determinados. Existen diversas técnicas estadisticas que podrian ser utilizadas para analizar las
respuestas medidas en los diversos loci dentro de los distintos contextos parentales. En algunas realizaciones de la
presente divulgacion, se pueden utilizar técnicas estadisticas para obtener probabilidades para cada una de las
hipétesis. En algunas realizaciones de la presente divulgacion, se pueden utilizar técnicas estadisticas para obtener
probabilidades para cada una de las hipotesis junto con confianzas en las probabilidades calculadas. Algunas
técnicas, si se utilizan individualmente, pueden no ser adecuadas para determinar el estado de ploidia de un
cromosoma concreto con un nivel de confianza determinado.

La clave de un aspecto de la presente divulgacion es el hecho de que algunas técnicas especializadas
especializadas resultan especialmente buenas para confirmar o eliminar de la discusién determinados estados de
ploidia o conjuntos de estados de ploidia, pero pueden no ser adecuadas para determinar correctamente el estado
de ploidia si se utilizan solas. Esto contrasta con algunas técnicas especializadas que pueden ser relativamente
buenas diferenciando entre si la mayoria o todos los estados de ploidia, pero no con tanta confianza como pueden
tener algunas técnicas especializadas especializadas diferenciando un subconjunto concreto de estados de ploidia.
Algunos métodos utilizan una técnica generalizada para determinar el estado de ploidia. No obstante, la combinacién
del conjunto apropiado de técnicas especializadas especializadas puede resultar mas precisa en las
determinaciones de ploidia, que la utilizacion de una técnica especializada generalizada. Por ejemplo, una técnica
especializada puede ser capaz de determinar si un objetivo es monosémico con un muy alto nivel de confianza, una
segunda técnica especializada puede ser capaz de determinar si un objetivo es o no trisomico o tetrasémico con un
muy elevado nivel de confianza, y una tercera técnica puede ser capaz de detectar disomia uniparental con un muy
alto grado de confianza.

Ninguna de estas técnicas puede ser capaz de efectuar una determinacion precisa de ploidia por si sola, Pero
cuando se emplean combinadas estas tres técnicas especializadas especializadas, pueden ser capaces de proceder
a la determinacion de ploidia con mayor precision que cuando se usa una técnica especializada que puede
diferenciar razonablemente bien todos los estados de ploidia. En algunas realizaciones de la presente divulgacion,
se pueden combinar los resultados de probabilidades de mudltiples técnicas para llegar a una determinacion del
estado de ploidia con alto nivel de confianza. En algunas realizaciones de la presente divulgacion, las probabilidades
gue predice cada una de las técnicas para una hipétesis determinada pueden ser multiplicadas juntas, y ese
producto considerarse la probabilidad combinada para esa hipétesis. El estado o estados de ploidia asociados a la
hipétesis que tiene la mayor probabilidad combinada puede ser considerado el estado de ploidia correcto. Si se elige
adecuadamente el conjunto de técnicas especializadas, el producto combinado de las probabilidades puede permitir
una determinacién mas exacta del estado de ploidia que con una sola técnica. En algunas realizaciones de la
invencién, las probabilidades de las hipotesis con mas de una técnica pueden multiplicarse, utilizando por ejemplo
algebra lineal, y renormalizando, para obtener las probabilidades combinadas. En una realizacion, las confianzas de
las probabilidades pueden combinarse de forma similar a las probabilidades. En una realizacion de la presente
divulgacion, las probabilidades de las hipétesis pueden combinarse bajo el supuesto de que son independientes. En
algunas realizaciones de la presente divulgacion, el resultado de una o mas técnicas puede utilizarse como entrada
para otras técnicas. En una realizacion de la presente divulgacion, la determinacion de ploidia, realizada utilizando
una o un conjunto de técnicas especializadas, puede utilizarse para determinar la entrada apropiada para la técnica
de determinacion de alelos. En una realizacion de la presente divulgacion, el resultado de datos genéticos limpios
por fase de la técnica de determinacion de alelos puede ser utilizado como entrada para una o un conjunto de
técnicas especializadas de determinacion de ploidia. En algunas realizaciones de la presente divulgacién, puede
reiterarse el uso de varias técnicas.

En algunas realizaciones de la presente divulgacion, el estado de ploidia puede ser determinado con un nivel de
confianza mayor de aproximadamente 80%. En algunas realizaciones de la presente divulgacion, el estado de
ploidia puede ser determinado con un nivel de confianza superior a aproximadamente 90%.

En algunas realizaciones de la presente divulgacion, el estado de ploidia puede determinarse con un nivel de
confianza superior a aproximadamente 95%. En algunas realizaciones de la presente divulgacion, el estado de
ploidia puede ser determinado con un nivel de confianza superior a aproximadamente 99%. En algunas
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realizaciones de la presente divulgacioén, el estado de ploidia puede ser determinado con un nivel de confianza
superior a aproximadamente 99,9%. En algunas realizaciones de la presente divulgacién, un alelo o un conjunto de
alelos pueden determinarse con un nivel de confianza superior a aproximadamente 80%. En algunas realizaciones
de la presente divulgacion, el o los alelos pueden ser determinados con un nivel de confianza superior a
aproximadamente 90%. En algunas realizaciones de la presente divulgacion, el o los alelos pueden ser
determinados con un nivel de confianza superior a aproximadamente 95%. En algunas realizaciones de la presente
divulgacion, el o los alelos pueden ser determinados con un nivel de confianza superior a aproximadamente 99%. En
algunas realizaciones de la presente divulgacion, el o los alelos pueden ser determinados con un nivel de confianza
superior a aproximadamente 99,9%. En algunas realizaciones de la presente divulgacion, los datos resultado de la
determinacién de alelos son ajustados por fases, diferenciando los datos genéticos de los dos cromosomas
homologos. En algunas realizaciones de la presente divulgacion, los datos de determinacion de alelos por fases son
resultados para todos los individuos.

Mas abajo se da una descripcidon de varias técnicas estadisticas que se pueden utilizar en la determinacién del
estado de ploidia. No se pretende que esta lista sea exhaustiva respecto a las posibles técnicas especializadas. Es
posible utilizar cualquier técnica estadistica que sea capaz de atribuir probabilidades y/o confianzas en el conjunto
de las hipotesis del estado de ploidia de un objetivo. Se pueden combinar cualquiera de las siguientes técnicas, o
pueden combinarse éstas con otras técnicas no comentadas en esta divulgacion.

Técnica de permutacion

La tasa de LDO concuerda con el numero de copias del material genético del que deriva, es decir, menos copias de
cromosomas dan como resultado mayor LDO y viceversa. La consecuencia es que loci con determinados contextos
de genotipos parentales se comportan de forma caracteristica en el embrién, relacionado con la probabilidad de
contribuciones alélicas al embrion. En una realizacion de la presente invencion, llamada la “técnica de permutacion”,
es posible utilizar el comportamiento caracteristico de loci en los diversos contextos parentales, para deducir el
estado de ploidia de esos loci. Especificamente, esta técnica implica comparar la relacion existente entre
distribuciones observadas de datos de medicién de alelos para distintos contextos parentales, y determinar qué
estado de ploidia coincidia con el conjunto observado de relaciones entre las distribuciones. Esta técnica resulta
especialmente util para determinar el nUmero de cromosomas homdlogos presentes en la muestra. Proyectando
graficamente una curva de funcién de distribucién acumulativa (CDF) para cada uno de los contextos parentales, se
puede observar que varios contextos se agrupan juntos. Obsérvese que una curva CDF es solamente una forma de
visualizar y comparar las distribuciones observadas de los datos de medicion de alelos. Por ejemplo, la Figura 1
muestra una curva CDF de un cromosoma disémico. En particular, la Figura 1 muestra cémo los datos de medicion
de alelos de determinados contextos de genotipos parentales (Madre(Padre) se comportan de una forma
caracteristica en el embrion, relacionada con la probabilidad de contribuciones alélicas al embrién. Los nueve
contextos parentales se agrupan en cinco bloques cuando el cromosoma en cuestion es disémico. En el trazado de
la curva CDF, la variable independiente, a lo largo del eje x, es la respuesta del canal, y la variable dependiente, a lo
largo del eje y, es el porcentaje de alelos en ese contexto cuya respuesta de canal es inferior al valor umbral.

Por ejemplo, si ambos progenitores tienen estados BB homocigotos, el embridon no deberia tener nunca estados AB
0 AA. En este caso, las mediciones en el canal de deteccion A tendran probablemente una distribucion determinada
por ruido de fondo y varias sefiales de interferencia, pero no genotipos validos. Inversamente, si ambos progenitores
tienen estados AA homocigotos, el embrién no deberia tener nunca estados AB o BB, y las mediciones en el canal A
tendrian probablemente la mayor intensidad posible dada la tasa de LDO en una amplificacion de genoma completo
determinada. Cuando el estado del niumero de copias subyacente del embridon es distinto de disomia, los loci
correspondientes a los contextos parentales especificos se comportan de una forma predecible, basada en el
contenido alélico adicional aportado o ausente de uno de los progenitores. Los trazados de funcion de densidad
acumulativa de intensidad de sonda de microarray en un canal de deteccion, separados por contexto de genotipo
parental, ilustran el concepto (ver Figura 2). Las Figuras 2A-2D muestran especificamente como la relacién entre las
curvas de contexto en un grafico CDF cambian de forma previsible con un cambio en el niUmero de copias
cromosomicas. La Figura 2A muestra una curva de funcidn de distribucion acumulativa de un cromosoma disémico,
la Figura 2B muestra una curva de funcion de distribucion acumulativa de un cromosoma nulisémico, la Figura 2C
muestra una curva de funcién de distribucion acumulativa de un cromosoma monosémico, y la Figura 2D muestra
una curva de funcién de distribucién acumulativa de un cromosoma trisémico materno.

Cada contexto esta representado como M1M2IF1F2, donde Mi y M2 son los alelos maternos, y F1 y F2 son los alelos
paternos. Hay nueve posibles contextos parentales (ver la leyenda de las Figuras 2A-2D), donde en un cromosoma
disémico, forman cinco bloques en el grafico CDF. En las nulisomias, todas las curvas de contexto parental se
agrupan con fondo en el grafico CDF. En el caso de la monosomia, se puede esperar ver solamente tres grupos de
curvas de contexto, porque la eliminacion de un contexto parental da solo tres posibles resultados embridnicos:
homocigoto AA, heterocigoto AB, y homocigoto BB. Cabria esperar que la trisomia tuviera también una distinta
topologia de curva CDF, de forma que haya siete grupos, causados por alelos extra en un solo canal de deteccion y
de un solo progenitor.
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Un conjunto de topologias candnicas esperadas viene ilustrado en las Figuras 2A-2D, para las cuales el estado de
ploidia puede ser determinado por inspeccion visual de los graficos. En algunos casos, puede no resultar tan facil
interpretar los datos de una muestra como los datos mostrados en las Figuras 2A-2D.

Muchos factores pueden influir en la claridad de los datos, incluyendo: ADN degradado de blastbmeros que provoca
sefiales con un cociente sefial-a-ruido muy bajo; errores de ploidia parciales que se encuentran frecuentemente
durante la IVF, como translocaciones; y sesgos de amplificacion especificos de cromosoma y de segmento de
cromosoma, causados posiblemente por las posiciones fisicas de los cromosomas en el ndcleo o fenémeno
epigenético, como distintos niveles de metilaciéon y estructuras proteicas en torno a los cromosomas. Esos y otros
diversos fendmenos pueden afectar diferencialmente a cada cromosoma de un par homdélogo, en cuyo caso resulta
dificil distinguirlos de estados de ploidia. En una realizacion de la presente divulgacién, para acomodar esos varios
efectos, puede utilizarse un algoritmo estadistico para analizar datos como los que se ilustran en las Figuras 2A-2D y
generar una determinacion de ploidia junto con una confianza en la exactitud de esa determinacion.

En una realizacion de la presente divulgacion, para reforzar las diferencias que puedan existir entre una muestra y
otra, o entre muestras de lineas celulares y blastémeros, el algoritmo puede ser no paramétrico y no depende de los
valores esperados de estadisticas o umbrales probados en determinadas muestras y aplicados a otras. En una
realizacién de la presente divulgacion, el algoritmo utiliza estadisticas de rango cuantil (un método de permutacion
no paramétrico), que calcula primero el rango de la curva CDF de cada contexto a una intensidad en la que el
contexto de fondo esta dentro de aproximadamente el 80% de una densidad de aproximadamente 1. En otra
realizacién el algoritmo puede calcular el rango de la curva CF de cada contexto a una intensidad en la que el
contexto de fondo esta dentro de aproximadamente el 90% de una densidad de aproximadamente 1. En otra
realizacién, El algoritmo puede calcular el rango de la curva CDF de cada contexto a una intensidad a la que el
contexto de fondo se halla dentro de aproximadamente el 95% de una densidad de aproximadamente 1. Entonces el
algoritmo compara el rango de los datos con el rango esperado para varios estados de ploidia. Por ejemplo, si el
contexto AB|BB tiene el mismo rango que el contexto BB|AA, esto difiere de lo esperado en disomia, pero coincide
con la trisomia materna. Entonces se puede examinar la distribucion de los datos de cada muestra para determinar
la probabilidad de que dos curvas CDF puedan haber intercambiado rangos por azar, y utilizar entonces informacion,
combinada con las estadisticas de rango, para proceder a determinaciones del nimero de copias y calcular
confianzas explicitas. El resultado de esta técnica estadistica es un diagndstico de alta precision de numero de
copias cromosomicas, combinado con una confianza explicita en cada determinacion.

Dado que la determinacion del niamero de copias de técnica de permutacién para un cromosoma especifico es
independiente de todos los otros cromosomas, sin perder generalidad es posible el enfoque en un solo cromosoma
especifico. Para un genotipo materno gM y un genotipo paterno gT determinados se puede utilizar gM|gF para
denotar el contexto parental; ej. AB|BB se refiere a los SNPs donde el genotipo de la madre es AB y el genotipo del
padre es BB.

Para un contexto gM|gF determinado, Xgm|gr indica el conjunto de respuestas de canal x para todos los SNPs en el
contexto gM|gF. De forma similar, se puede utilizar Ygum|gr para indicar el conjunto de respuestas del canal y.
Ademas, para un numero C positivo determinado se puede definir {x<c}

1"1‘, i =F I{XSC} =54 F(C) = Eﬁ'; E¥zMigF I{y<c}

-
k=

Se puede utilizar también Ngu|gr para indicar el nimero de SNPs en el contexto gM|gF. Es posible definir

oy

= (@) / (Nowig)  Poasiar(©) = (a5ie(€)) / (Nowgr)
| y

‘

Se puede pensar en © AHC) Fongige(©)

como el valor de CF empirico del canal x- , canal y, respuesta de contexto

X

¢ ¥ a3
Toriigr iﬂ}ey*&g:ﬁ §§F‘{"“"

gM|gF en el punto c. Se puede indicar las verdaderas CDFs como
El algoritmo
La idea basica tras el algoritmo es que para un entero positivo determinado c, el orden

% = £ a0 )
Pisaalh Pisaal) 08mial) 21aas{0) Piaas() ¥emuslth piy
puede variar en base al nUmero de copias de cromosoma. Lo mismo es aplicable al canal y. En una realizacion de la
presente divulgacion, puede utilizarse ese orden para determinar el nUmero de copias cromosdmicas. Dado que el

canal x y el canal y se tratan independientemente, en adelante esta discusion se centrara solo en el canal x.

X I;"‘ ri
L}EE-—‘“' -y

PR N
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Calculos

El primer paso consiste en atribuir un valor a ¢ que maximice la posibilidad de distinguir entre los contextos; es decir,
el valor de ¢ que maximiza la diferencia entre los dos contextos extremos, AA|AA y BB|BB. Mas exactamente, se
puede definir:

zs()- U4“'*“&))/6‘ Paziea(Cx) - #li44(Cx)

’y también

(C)

:—_\33(%) «E',m rﬂ(cy)

Por consiguiente, en este debate se tomara cx como el punto muestra y todas las otras comparaciones se haran

B0 (00, Bl 1aaC) PEeaa(C), Bias(©r Bliias(Co)
51400 Eatas (O, Bt (@),

A
Crr Peomiap(Cx) . .. p .
T EE S-m;».—-s( x) En adelante la discusion abandonara la dependencia de cy.
Para asignar una confianza a la determinacién del nimero de copias cromosémicas, es importante determinar una

respecto a

W
= eXisr

variante para cada

v«“

Esto puede hacerse utilizando un modelo binomial. En particular, se puede observar

F

que cada =F
estandar.

es la suma de variables aleatorias 1.1.D. Bernoulli, y por tanto la suma normalizada tiene desviacion

Calculo de la confianza

Se describe aqui un método para calcular la confianza de una hipotesis determinada de ndmero de copias. Cada

hipétesis tiene un conjunto de permutaciones vélidas de
SN HF N =ad
i Fazias Fasias ~ Pasjas E Faeiam
X B e v
Fagian Fasigs ~ Paains

>
I
il
]

~ < ~ s . Py —~ o .
~ R \ ~ i . E o S, ~ F Pl .
Faataa 1 Faaas 2 Fasise ~ Pauiss 3
5% AT 2 0 ey . =X P -4
e S W = = ~pk :
Pazisa ~ Pasias Phmas 3 Lazisp ~ Panins
s ~ P4 . o o . s I .
S B . a . .
Yooiaa ~ Faniaa - 3 Pzoias ™ Yopians - 4 Yrooime ~ Pooioo 5

donde se da el mismo valor a dos entradas si su orden relativo no se especifica en la hipétesis. Por consiguiente,
hay 12 permutaciones validas para disomia. La confianza para una hipétesis determinada se calcula hallando la
permutacion vélida que coincide con los datos observados. Esto se hace ordenando los elementos de los grupos
invariables, grupos con los mismos ndmeros de orden, respecto a su estadistica observada.

Por ejemplo, dado que se observa el siguiente orden:
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Se puede entonces calcular la probabilidad de los datos del canal x observados considerando una hipotesis de
disomia como Pr{datos x | H1 1} = Pr{datos x | mejor orden de concordancia}

L ¥
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b Xy o . | =
. Pl'{é_a_:.“ & E TER AR w§ L8
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| 3 o < E‘&T }
FER{4B = PaRisE

% i }
| Pazwise — Pesips

En este caso, se hace la aproximacion (a) para hacer computable la probabilidad. Finalmente, para dos contextos
cualquiera gM1|gF1y gM2|gF se puede calcular:
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k! o

Fen & g an K
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donde

(@) y (b) derivan de la independencia, y una suposicion de una distribucion uniforme en el ) y (c) siguen del
uso de fy para indicar el PDF normal con media | y desviacion estdndar a y una aplicacion del CLT. Finalmente, de
5 (1) es posible derivar:

A =F
e 5‘.

oty R
Prifiiarts s gFR

FagMiigd

x>
Wi~ N(®gtizrss

10 Las confianzas del canal x y del canal y se combinan bajo el supuesto de independencia; es decir

Pr{datos | H1,1} = Pr{datos x | H1,1} Pr{datos y | H1,1}.

De esta forma es posible calcular la probabilidad de los datos considerando cada hipétesis. En una realizacion,
puede aplicarse la regla de Bayes para hallar la probabilidad de cada hip6tesis considerando los datos.
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Nulisomia

En una realizacion de la presente divulgacion, cuando se usa la técnica de permutacién, las nulisomias se tratan de
una forma especial. Ademas de asignar una confianza atribuida a la determinacién del nimero de copias, también es
posible realizar un test de envoltura. Si la envoltura ex 0 ey es inferior a un umbral, la probabilidad de nulisomia se
sitla en aproximadamente 1 y la probabilidad de las otras hipétesis es de aproximadamente 0. En una realizacion de
la presente divulgacion, este umbral puede fijarse en aproximadamente 0,05. En una realizacién de la presente
divulgacion, este umbral puede establecerse en aproximadamente 0,1. En una realizacién de la presente
divulgacion, este umbral puede establecerse en aproximadamente 0,2. El conjunto de permutaciones de nulisomia
para el canal x es como sigue:

o ¥ i e > ¥ ¥ S &
Yasiaa " PemiEs famlaa = YrriEE Paaias T Peuss

o 3 S g o N > ap® ® ¥ > ¥
Paaias < Peeam Fasiaa = PeBlaE Faajar < Fepjas

0¥ ® e A . T A
Pasiaa = Pasiss Papiss = PapiE Psstas = Pasviss

donde el orden de todos los contextos no listados se elige para maximizar la probabilidad. De forma similar, el
conjunto de permutaciones de nulisomia para el canal y es como sigue:

S EORD e > ¢ B e TP
FREER T Casiad AB{ER = Faalaa CREIAE — PAAIAS
e el . ;3? >wd | ewml  _>wal
FRRIEE T CAMAE AB{BR = Fa4jAR FRRIAE T FAAIAR
. & > \'i‘:"“ [ W:-;“ & . 'E:;"} > .v‘}-‘
A EF oo oo = ¢ I LF oot .
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Segmentacién

El algoritmo de permutacion estdndar descrito mas arriba funciona bien en la mayoria de los casos, y proporciona
confianzas tedricas que se corresponden a indices de error empiricos. El problema que ha surgido es la conducta
especifica regional en un pequefio subconjunto de los datos cromosdmicos. Esta conducta puede ser debida a que
las proteinas bloqueen algunas secciones de los cromosomas, 0 a una translocacion. Para solventar tales problemas
regionales, es posible utilizar una interfaz de protocolo segmentada al método de permutacion.

Si a un cromosoma se le atribuye una confianza inferior a un umbral, el cromosoma se descompone en varias
regiones, y el algoritmo de segmentacion se ejecuta sobre cada segmento. En una realizaciéon de la presente
divulgacion, se pueden utilizar aproximadamente cinco segmentos iguales. En una realizacion de la presente
divulgacion, se pueden utilizar aproximadamente de dos a cinco segmentos. En una realizacion se pueden utilizar
aproximadamente de seis a diez segmentos. En una realizacion de la presente divulgacion se pueden utilizar méas de
aproximadamente diez segmentos. En una realizacidon de la presente divulgacién este umbral puede ser fijado en
aproximadamente 0,6. En una realizacion de la presente divulgacion, este umbral puede ser fijado en
aproximadamente 0,8. En una realizacion de la presente divulgacion, este umbral puede ser fijado en
aproximadamente 0,9.

Luego nos podemos centrar en los segmentos con confianzas asignadas superiores a un umbral, e intentar hallar un
voto mayoritario entre esos segmentos de alto nivel de confianza. En una realizacion de la presente divulgacion, este
umbral puede ser fijado en aproximadamente 0,5. En una realizacion de la presente divulgacion, este umbral puede
ser fijado en aproximadamente 0,7. En una realizacion de la presente divulgacion, este umbral puede fijarse en
aproximadamente 0,8. Por ejemplo, en el caso de que se empleen cinco segmentos iguales, si no hay una mayoria
de tres 0 mas, la técnica puede dar las confianzas de los algoritmos de permutacién estandar, mientras que si existe
una mayoria de tres o mas segmentos de alto nivel de confianza, estos segmentos pueden ser combinados juntos, y
el algoritmo de permutacion estandar se aplica a los datos combinados. La técnica puede entonces proporcionar las
confianzas de los datos combinados como la confianza del cromosoma completo.

En una realizacién de la presente divulgacion, si uno de los segmentos minoritarios tiene una confianza superior a un
umbral, ese cromosoma puede ser marcado como segmentado. En una realizacién de la presente divulgacion, este
umbral puede ser fijado en aproximadamente 0,8. En una realizacion de la presente divulgacion, este umbral puede
fijarse en aproximadamente 0,9. En una realizacion de la presente divulgacion, este umbral puede establecerse en
aproximadamente 0,95
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Media del cromosoma completo

En algunos casos, distintos cromosomas pueden tener diferentes perfiles de amplificaciéon. En una realizacion de la
presente divulgacion, es posible utilizar la siguiente técnica, denominada técnica de la “media del cromosoma
completo”, para aumentar la precision de los datos corrigiendo, o corrigiendo parcialmente, este sesgo de
amplificacion. Esta técnica sirve también para corregir, 0 corregir parcialmente cualquier medicién u otros sesgos
gue puedan existir en los datos. Esta técnica no se basa en la identidad de cualquiera de los alelos medida por
diversas técnicas de genotipado, sino que se basa solamente en la intensidad global de las mediciones de
genotipado. Tipicamente, los datos de salida en bruto de una técnica de genotipado, como una matriz de
genotipado, es un conjunto de intensidades medidas de los canales que corresponden a cada uno de los cuatro
pares de base, A, C, Gy T. Estas intensidades medidas, tomadas de los resultados de los canales, estan disefiadas
para correlacionarse con la cantidad de material genético presente, asi el par de base cuya intensidad medida es la
mayor es considerado con frecuencia como el alelo correcto. En algunas realizaciones, las intensidades medidas
para determinados conjuntos de SNPs se promedian, y la conducta caracteristica de esas medias se utiliza para
determinar el estado de ploidia del cromosoma.

El primer paso consiste en normalizar cada objetivo en cuanto a variacion en la amplificacion. Esto se hace
utilizando un método alternado para realizar una determinacion inicial de estado de ploidia. Luego se seleccionan
todos los cromosomas con una determinacion de ploidia con una confianza superior a un umbral establecido. En una
realizacién de la presente divulgacion, este umbral se fija en aproximadamente 99%. En una realizacion de la
presente divulgacion, este umbral se fija en aproximadamente 95%. En una realizacion de la presente divulgacion,
este umbral se fija en aproximadamente 90%. Después, las medias ajustadas de los cromosomas seleccionados se
utilizan como una medida de la amplificacién general del objetivo. En una realizacién de la presente divulgacion, solo
se utiliza la intensidad de la sonda fluorescente, promediada sobre el cromosoma completo. En una realizacién, se
utilizan las intensidades de los datos resultado del genotipado sobre un conjunto de alelos.

A continuacion, se ajustan las medias respecto a la determinacion del niumero de copias del cromosoma,
normalizando respecto a disomia; es decir, las monosomias se escalan por disomias por 1y trisomias por 2/3. Las
medias de cada cromosoma del objetivo se dividen entonces por la media de esas medias ajustadas de alta
confianza. Esas medias normalizadas pueden ser denominadas medias ajustadas de amplificacion. En una
realizacién, solo se utilizan los alelos resultado del canal de determinados contextos. En una realizacion, solo se
usan los alelos de AA|AA o BB|BB.

Una vez normalizados los objetivos respecto a variaciones de amplificacién, se puede normalizar cada cromosoma
respecto a varianza de amplificacién especifica de cromosoma. Para el cromosoma k" se hallan todos los objetivos
gue tienen disomia determinada de cromosoma k con una confianza superior a la confianza umbral. Se toma la
media de sus medias ajustadas de amplificaciéon. Esto servird como la amplificacion media del cromosoma k, que
puede ser denominada b{k}. Sin pérdida de generalidad, se ajusta b {1} a 1 dividiendo todas las otras b{k} por b {1}.

Las medias normalizadas de amplificacion pueden ser normalizadas respecto a variacion cromosomica dividiendo
por el vector [b{1},...,b{24}]. Estas medias son denominadas medias estandarizadas. A partir de un conjunto de
prueba compuesto de datos histdricos, puede ser posible hallar medias y desviaciones estandar para esas medias
estandarizadas, bajo el supuesto de monosomia, disomia y trisomia. Estas medias estandarizadas, bajo los diversos
supuestos de estado de ploidia, puede ser consideradas intensidades esperadas a efectos comparativos. En una
realizacién, se puede calcular una probabilidad utilizando métodos estadisticos conocidos por los expertos en la
técnica, y usando las intensidades medias medidas de los datos resultado de genotipado, y las intensidades medias
esperadas de los datos resultado de genotipado. Se puede calcular una probabilidad para cada una de las hipétesis
de estado de ploidia, segiin una hipotesis gaussiana, o0 mediante un método no paramétrico, como un método kernel
para la estimacion de densidad. Después se combinan todos los datos con una determinacion de ploidia dada y una
confianza superior a un umbral establecido. En una realizacion, el umbral es aproximadamente 80%. En una
realizacién, el umbral es aproximadamente 90%. En una realizacion, el umbral es aproximadamente 95%.
Suponiendo distribuciones gaussianas, el resultado deberia ser un conjunto de hipétesis de distribuciones. La Figura
3 muestra una hipotesis de distribucion de monosomia (izquierda), disomia (centro), y trisomia (derecha) utilizando
la técnica de Media de Cromosoma Completo, y usando datos histéricos internos como datos de prueba. En el
primer paso del método de medias de cromosoma completo, cada objetivo puede ser normalizado respecto a
variacion de amplificacion. Esto puede hacerse sin normalizar primero respecto a variacion cromosémica. En una
realizacién de la presente divulgacion, tras calcular el vector [b{l},...,b{24}] de las medias normalizadas de
amplificacion, el vector puede ser usado para ajustar las medias empleadas para determinar la amplificacién del
objetivo. Esto dar4 como resultado nuevas medias normalizadas de amplificaciéon y por tanto un nuevo vector
[b{1b{24}]. Esto se puede repetir hasta alcanzar un punto determinado.

Técnica de presencia de progenitores

En una realizacion de la presente invencion, se puede utilizar una técnica especializada estadistica denominada
“Presencia de Progenitores” (POP), descrita en esta seccion, que es especialmente buena para diferenciar las
hipétesis que impliquen no contribucion de uno o mas progenitores (es decir, nulisomia, monosomia, y disomia
uniparental) de las que si lo implican. La técnica estadistica descrita en esta seccion puede detectar,
independientemente para cada progenitor, y para un cromosoma determinado, si hay o no contribucién del genoma
del progenitor. La determinacion se efectlia basada en distancias entre conjuntos de contextos en el punto mas
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amplio de las curvas CDF. La técnica asigna probabilidades a cuatro hip6tesis: {ambos progenitores presentes,
ningun progenitor presente, solo la madre, solo el padre}. Las probabilidades se asignan calculando una estadistica
resumida para cada progenitor, y comparandolo con modelos de datos de prueba para los dos casos de “presente” y

“no presente”.
Caélculo de estadistica resumida

El algoritmo POP se basa en la idea de que si un progenitor determlnado no contribuye, ciertos pares de contextos
deben comportarse de forma idéntica. La estadistica resumida xP para progenitor p en un cromosoma individual es
una medida de la distancia entre esos pares de contextos. En una realizacién de la presente divulgacion, en un

pl p5
cromosoma arbitrario, se pueden definir cinco distancias de contexto € a "€ paracadacanal ce X, Yy cada
progenitor p ¢ {padre, madre}.AABBx se define como el valor de la curva CDF del contexto AABB en el canal X

medido en la mayor anchura de envoltura, etc.
d™ = AABB, — BBBB,
d™2 = AABB, — BBBB,
d™ = AAAB, — BBAB,
d™ = AAAA, — BBAA,
d™5 = AAAA, — ABAA,

mi
Cuando no hay contribucion de la madre, todos los diez de { € }deben ser cero. Cuando hay contribucion de la
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madre, el conjunto de cinco { X }debe ser negatlvo y el conjunto de cinco { Y } debe ser positivo. De forma
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Cada distancia puede ser normalizada por la anchura de la envoltura del canal para formar la i" distancia
B
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normalizada ~< para el progenitor p en el canal c. La anchura de envoltura se mide también en su punto més
amplio.

=2 = @5 /abs(AAAA. - BBBB,)

&

Se forma una estadistica Unica para el progenitor p en el cromosoma actual sumando las distancias normalizadas en
los cinco pares de contextos i y ambos canales.
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Distribuciones de prueba

Habiendo calculado una estadistica Xp para cada progenitor en un cromosoma determinado, se puede comparar
para las distribuciones en los casos de “progenitor presente” y “progenitor no presente” para calcular la probabilidad
de cada uno.

En una realizacion de la presente divulgacion, las distribuciones de datos de prueba pueden basarse en un conjunto
de blastomeros que hayan sido filtrados usando una o una combinacidon de otras técnicas de determinacion de
numero de copias. En una realizacién de la presente divulgacion, se consideran determinaciones de hipétesis de la
técnica de permutacion y la WCM, detectandose la nulisomia utilizando el minimo criterio de anchura de envoltura
requerido. En una realizacion, para ser incluido en los datos de prueba, un cromosoma debe ser determinado con un
alto nivel de confianza. En una realizacion de la presente divulgacién, esta confianza puede ser fijada a
aproximadamente 0,6. En una realizacion de la presente divulgaciéon, esta confianza puede ser fijada a
aproximadamente 0,8. En una realizacion de la presente divulgacion, esta confianza puede fijarse a
aproximadamente 0,9. En una realizacion de la presente divulgacion, esta confianza puede fijarse a
aproximadamente 0,95. Los cromosomas con determinaciones de alta confianza de monosomia paternal o disomia
paternal uniparental, se incluyen en el conjunto de datos de “madre no presente”. Los cromosomas no nulisémicos
con determinaciones de alta confianza en todas las otras hip6tesis se incluyen en el conjunto de datos de “madre
presente”, y los conjuntos de datos del padre se construyen de forma similar.

En una realizacién de la presente divulgacion, se puede formar una densidad kernel de cada conjunto de datos,
dando como resultado cuatro distribuciones en X. Se utiliza una amplia anchura kernel cuando el progenitor esta
presente, y una estrecha anchura kernel cuando el progenitor no esta presente. En una realizacién de la presente
divulgacion, la amplia anchura kernel puede ser aproximadamente 0,9, 0,8 o 0,6. En una realizacion de la presente
divulgacion, la anchura de kernel estrecha puede ser de aproximadamente 0,1, 0,2, o 0,4. Varios ejemplos de las
distribuciones estadisticas resultantes de las técnicas de Presencia de Progenitores se muestran en la Figura 4A-4B.
La Figura 4A muestra una distribucion de datos genéticos de cada uno de los progenitores cuando hay presentes
datos genéticos de los progenitores; la Figura 4B muestra una distribucion en ausencia de datos genéticos de cada
progenitor. Obsérvese que las distribuciones “presentes” (izquierda) son multimodales, representando los escenarios
de “una copia presente” y “dos copias presentes”. Las distribuciones presentes y no presentes en la estadistica del
padre se muestran en la misma representacién gréafica en la Figura 5, poniendo de relieve que X' puede ser utilizado
para distinguir de modo fiable entre los dos casos.

Probabilidades de hipétesis

Las probabilidades de hipétesis de un cromosoma se calculan comparando las estadisticas representativas X™ y X'
con las distribuciones de datos de prueba. La estadistica de madre-presente m proporciona las funciones de

probabilidad m = p(X™ madre presente) y e =p(X™ madre no presente)f = p(Xf\madre no presente), y la
estadistica de padre-presente proporciona las funciones de probabilidad f = p(X'| padre presente) y f= p(Xf| padre no
presente). Considerando que la presencia de la madre y del padre es independiente, la probabilidad conjunta de una
hipo6tesis sobre ambos progenitores puede ser calculada multiplicando las probabilidades de los progenitores
individuales. Por consiguiente, la estructura de probabilidades de hipétesis usual conteniendo nueve probabilidades
p(datos| hipotesis) para numeros de copias parentales, que vayan de cero a dos pueden ser construida como se
muestra en la Tabla 1.

0 padre 1 padre 2 padre
0 madre :‘-ﬁf: 573 {: :‘-ﬁf:
1 madre 7 :_a 71 :_c
2 madre 3 f -3 f:'

Tabla 1: Probabilidad de hipotesis de datos dados combinando madre y padre
Técnica de presencia de homélogos

Este algoritmo, denominado la técnica de “Presencia de Homdlogos” (POH), utiliza informacién genética parental
ajustada por fases, y puede distinguir entre genotipos heterogéneos. Es dificil detectar genotipos donde haya dos
cromosomas idénticos utilizando una técnica especializada enfocada en las determinaciones de alelos. La deteccion
de individuos homoélogos del progenitor es solo posible utilizando informaciéon parental por fases. Sin informacion
parental ajustada por fases, solo pueden identificarse genotipos parentales AA, BB, o AB/BA (heterocigoto). La
informacién parental ajustada por fases distingue entre los genotipos heterocigotos AB y BA. El algoritmo POH se
basa en el examen de SNPs donde el progenitor de interés es heterocigoto, y el otro progenitor es homocigoto,
como AA|AB, BB|AB, AB|AA o AB|BB. Por ejemplo, la presencia de un B en el blastomero en un SNP donde la
madre es AB y el padre AA indica la presencia de M2. Como los datos de una Unica célula estan sujetos a elevadas
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tasas de ruido y pérdidas, el cromosoma se segmenta en regiones no superpuestas, y se evallan las hipotesis en
base a estadisticas de los SNPs en una regién, mas que individualmente.

Es frecuente que resulte dificil diferenciar la trisomia mitética de la disomia, y algunos tipos de disomia uniparental,
donde estan presentes dos cromosomas idénticos de un progenitor, se diferencian a veces con dificultad de la
monosomia. La trisomia meiética se distingue por la presencia de ambos homélogos de un Unico progenitor, en la
totalidad del cromosoma en el caso de trisomia de meiosis uno (M1), o en pequefias secciones del cromosoma en el
caso de trisomia de meiosis dos (M2). Esta técnica resulta especialmente (til para la deteccion de la trisomia M2. La
capacidad de diferenciar la trisomia mitética de la trisomia meiotica es util, por ejemplo, la deteccién de trisomia
mitotica en blastdmero biopsiado de un embrién indica una razonable probabilidad de que el embrién sea mosaico, y
se desarrolle normalmente, mientras que una trisomia meiética indica una muy baja probabilidad de que el embrién
sea mosaico, Y la probabilidad de que se desarrolle normalmente es menor. Esta técnica resulta particularmente Util
en la diferenciacion de la trisomia mitética, la trisomia meidtica y la disomia uniparental. Esta técnica es efectiva para
proceder a determinaciones correctas de nimero de copias con alta precision.

La presencia de un Unico progenitor homélogo en el ADN del embridn puede ser detectada examinando contextos
indicadores del homélogo. Los contextos indicadores de un homoélogo (uno en cada canal) pueden ser definidos
como los contextos en los que una sefial en ese contexto solo puede proceder de ese homdlogo concreto. Por
ejemplo, el homdlogo de la madre 1 (M;) se indica en el canal X en el contexto AB|BB, y en el canal Y en el contexto
BAJAA.

En una realizacién de la presente invencion, la estructura del algoritmo es como sigue:

1) Ajustar progenitores por fase y calcular umbrales de ruido por cromosoma

2) Segmentar cromosomas

3) Calcular tasas de pérdida de SNP por segmento para cada contexto de interés

4) Calcular la tasa de pérdida de alelos (ADO) para cada progenitor en cada cromosoma objetivo, y

las probabilidades de hipotesis en cada segmento

5) Combinar entre segmentos para producir probabilidad de hipétesis de cadena parental de los
datos dados para el cromosoma completo

6) Comprobar determinaciones no validas y luego calcular resultados
(1) Ajuste por fases y célculo de umbral de ruido

El ajuste por fases del progenitor puede realizarse mediante diversas técnicas. En una realizacion de la presente
divulgacion, los datos genéticos parentales son ajustados por fases utilizando un método divulgado en este
documento. En una realizacion de la presente divulgacion, pueden ser necesarios aproximadamente 3, 4, 5 0 mas
embriones. En algunas realizaciones de la presente divulgacion, el cromosoma puede ser ajustado por fases en
segmentos de forma que el ajuste por fases entre un segmento y otro puede no ser consistente. El método de ajuste
por fases puede distinguir fenotipos AB y BA con una confianza reportada. En una realizacion de la presente
divulgacion, los SNPs no ajustados por fases con la confianza minima requerida no son asignados a ningun
contexto. En una realizaciébn de la presente divulgacién, la minima confianza de fase permitida es de
aproximadamente 0,8. En una realizacion de la presente divulgacién, la minima confianza de fase permitida es de
aproximadamente 0,9. En una realizacion de la presente divulgacion, la minima confianza de fase permitida es de
aproximadamente 0,95.

El célculo del umbral de ruido puede basarse en una especificacion de percentil. En una realizacion de la presente
divulgacion, la especificacion de percentil es de aproximadamente 0,90, 0,95 o 0,98. En una realizacion de la
presente divulgacion, el umbral de ruido del canal X es el valor del percentil 98 en el contexto BBBB, y de forma
similar en el canal Y. Se puede considerar que se ha perdido un SNP si cae por debajo del umbral de ruido de su
canal. Se puede calcular un umbral de ruido diferente para cada objetivo, cromosoma y canal.

(2) Segmentacion de cromosomas

La segmentacion de cromosomas, es decir, aplicar el algoritmo en segmentos de un cromosoma en lugar de un
cromosoma completo, es una parte de esta técnica, porque los calculos se basan en tasas de pérdidas, que se
calculan sobre segmentos. Los segmentos que son demasiado pequefios pueden no contener SNPs en todos los
contextos requeridos, en especial segun disminuye la confianza del ajuste por fases. Los segmentos que son
demasiado grandes es mas probable que contengan cruces homélogos (es decir, cambio de M1 a M2) que pueden
ser confundidos con trisomia. Como las tasas de pérdidas de alelos pueden ser de hasta aproximadamente el 80 por
ciento, se pueden requerir muchos SNPs en un segmento para distinguir de forma fiable la pérdida de alelos de la
falta de una sefial, es decir, donde la tasa de pérdidas esperada sea de aproximadamente un 95 por ciento o
superior).
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Otra raz6on de que la segmentacion de cromosomas puede ser beneficiosa para la técnica es que permite una
ejecucion de la técnica mas rapidamente, con un nivel determinado de velocidad y potencia de calculo. Dado que el
namero de hipotesis y con ello las necesidades del calculo de la técnica, se escalan mas o menos, segin el nimero
de alelos considerados aumenta a la n potencia, donde n es el numero de individuos relacionados, reduciendo el
namero de alelos considerados se puede mejorar significativamente la velocidad del algoritmo. Segmentos
pertinentes pueden ser empalmados juntos después de haber sido ajustados por fases.

En una realizacién de la presente divulgacion, el método de ajuste por fases segmenta cada cromosoma en regiones
de 1000 SNPs antes del ajuste por fases. Los segmentos resultantes pueden tener distintos nimeros de SNPs
ajustados por fases por encima de un nivel de confianza determinado. En una realizacion de la presente divulgacién,
los segmentos del algoritmo utilizado para calcular las tasas de pérdidas pueden no cruzar limites de segmentos de
ajuste por fases, porque las definiciones de cadena pueden no ser consistentes. Por consiguiente, la segmentacién
se realiza por subdivision de los segmentos de ajuste por fases. En una realizacién se emplean aproximadamente de
2 a 4 segmentos para un cromosoma. En una realizacién se utilizan de aproximadamente de 5 a 10 segmentos para
un cromosoma. En una realizacién se utilizan aproximadamente de 10 a 20 segmentos para un cromosoma. En una
realizacién se utilizan aproximadamente de 20 a 30 segmentos para un cromosoma. En una realizacién se utilizan
aproximadamente de 30 a 50 segmentos para un cromosoma. En una realizacion se utilizan mas de
aproximadamente 50 segmentos para un cromosoma

En una realizacion de la presente divulgacion, se utilizan aproximadamente 20 segmentos en grandes cromosomas,
y aproximadamente 6 segmentos en cromosomas muy pequefios. En una realizacion de la presente divulgacion el
numero de segmentos usados se calcula para cada cromosoma, oscilando entre aproximadamente 6 y 20, y varia
linealmente con el nimero total de SNPs en el cromosoma. En una realizacion de la presente divulgacion, si el
numero de segmentos de ajuste por fases es superior o igual al nimero de segmentos deseado, se utilizan los
segmentos de ajuste por fases como tal, y si no, los segmentos de ajuste por fases se subdividen uniformemente en
n segmentos cada uno, donde n es el minimo requerido para alcanzar el nUmero de segmentos deseado.

(3) Célculo de tasas de pérdidas

Los datos sobre un segmento particular de cromosoma se resumen por las tasas de pérdidas en un conjunto de
contextos. La tasa de pérdidas puede definirse, para esta seccioén, como la fracciébn de SNPs en el contexto en
cuestion (con su canal especificado) que mide por debajo del umbral de ruido. Se pueden medir seis contextos para

P ey
cada progenitor. Las tasas de pérdidas Hx y Sy pueden reflejar la tasa de pérdidas de alelos, y las tasas de
pérdidas y pueden indicar la presencia de homdlogo. La siguiente tabla muestra un ejemplo de los contextos
asociados a cada tasa de pérdidas para cada progenitor. La tasa de pérdidas medida y el nimero de SNPs para
cada contexto deben ser almacenadas. Obsérvese que cada una de las tres tasas de pérdidas en la Tabla 2 es
medida en dos contextos distintos para cada progenitor.

Eop, £ meeadm, 3 el X0 el Y
i | AAEE EiEas BEaAl asBBR
# aRREI Fasaid EBEAR saabBa
# | RaARR ABRBsA HHEIBRA AA&R

Tabla 2: Contextos para tasas de pérdidas requeridas

(4) Estimacion de probabilidad maxima de ADO

Esta seccion contiene un debate sobre un método para calcular la tasa de pérdida de alelos a* para cada progenitor
en cada objetivo, en base a probabilidades de la forma p (Ds|Mi, a) y p(Ds|Fi,a). ADO puede definirse como la
probabilidad de pérdida de sefial en un SNP AB. Ds puede definirse como el conjunto de tasas de pérdida del
contexto medido en un segmento de un cromosoma, y Mi, Fi, son las hipétesis de cadena parental. En una
realizacién de la presente divulgacion, los célculos se realizan utilizando probabilidades log debido a las
probabilidades relativamente pequefas generadas por multiplicacion entre contextos y segmentos.

La tasa de pérdidas de alelos puede ser calculada utilizando una estimacion de probabilidad maxima calculada por
blasqueda de cuadricula de fuerza bruta en el rango permisible. En una realizacion de la presente divulgacion, el
rango de blsqueda [amin, amax] puede ser establecido en aproximadamente [0,4; 0,7]. A niveles altos de ADO, resulta
dificil distinguir entre presencia y ausencia de una sefial, porque el ADO se aproxima a la tasa de pérdidas de umbral
de ruido de aproximadamente 0,95.
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En una realizacion de la presente divulgacion, la tasa de pérdidas de alelos se calcula para un objetivo particular,
para cada progenitor, utilizando el siguiente algoritmo. En una realizaciéon de la presente divulgacion, el calculo
puede realizarse utilizando operaciones matriz, en lugar de para cada objetivo y cromosoma individualmente.

Para un € [amin’ amax]

para = [1’ 22] (22 cromosomas)

N e

o 3
Calcular P(Ds|Mi, a) ? en cromosoma

= arg max P(Ds|Mi, a) (maximizar sobre hip6tesis en cada segmento)
W #5, a) =T, LA .
P(Den fﬂ’ a) H* P(Ds 52 a) (combinar entre segmentos en el cromosoma)

Aa) = [,

LR

P(Den|345, 2)

(combinar entre cromosomas)
a* = arg max /\(a) (optimizar sobre a)
Modelado de probabilidades de datos

En una realizacion de la presente divulgacion, la optimizacion de ADO puede utilizar un modelo de tasa de pérdidas
en varios contextos como una funcién de hipétesis de cadena parental y ADO. Las pérdidas de SNP en un solo
segmento de cromosoma pueden ser consideradas variables I.1.D. Bernoulli, y se puede esperar que la tasa de

= syt g SR
pérdidas esté distribuida normalmente con una media L y una desviacion estandar O =l ?-E'}.‘* N donde N
es el numero de SNPs medidos. El modelo de tasa de pérdida de alelos puede calcular p como una funcién de la
hipétesis, ADO, y contexto.

La hipotesis y el contexto juntos determinan un genotipo para un SNP, como AB. El genotipo y la tasa de ADO
determinan entonces Y. En una realizacién de la presente divulgacion, las hipotesis para la madre son {Mo, Mi, M,
M12, M11, M22}. Otros conjuntos de hipotesis pueden ser utilizados igualmente bien. Mo significa que no hay
presente ningin homdlogo de la madre. M11 y M22 son casos donde estan presentes dos copias idénticas de la
madre. No indican trisomia meidtica. Las hipétesis consistentes con disomia son M1y M2.

La Tabla 3 recoge p por hipétesis de madre y las diversas mediciones de tasas de pérdidas en esta realizacion de la
presente divulgacion. La tabla idéntica puede ser utilizada para las correspondientes hipotesis de cadena de padre.
Recordemos que p es la tasa de pérdidas que define el umbral de ruido, y por consiguiente la tasa de pérdidas
esperada de un canal sin presencia de alelo.

Ly 4 a.r R A A
S 0t A3 1 St A T S R
R . 23 23 2
<3 I 5 A K| T o i
S & A T A o I
X
& B A A B -

Tabla 3: Modelo de tasa de pérdidas de segmento esperada por hipotesis de cadena

Ry | a2
En cada segmento, las tres tasas de pérdidas &, = and ¥ se miden en ambos canales. Asi, los datos totales
Ds de un segmento consisten en 6 mediciones de tasa de pérdidas, y la probabilidad P(Ds|Mi, a) es el producto de
las 6 probabilidades correspondientes bajo las distribuciones normales determinadas por p de la Tabla 3.

o1 a2

Como la identificacion de los SNPs para las tasas de pérdidas X y s depende del ajuste por fases parental, en

= =l
algunos contextos puede no haber SNPs identificados. Cada una de las tres tasas de pérdidas medidas &, 5 y

)

5 puede ser medida en dos contextos distintos correspondiendo a los dos canales. Si alguna de las tres no tiene
datos en ninguno de sus contextos, no se pueden calcular las probabilidades para ese segmento. Los cromosomas
con determinacion de nulisomia por el test de anchura de envoltura estandar pueden no estar incluidos.
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(5) Calcular las probabilidades cromosémicas combinando segmentos

Los célculos de probabilidades descritos mas arriba proporcionan una probabilidad de datos P(Ds|Mi) en cada
segmento s para cada hipdtesis de cadena parental M. Los dos progenitores pueden adn ser considerados
independientemente. Las probabilidades de cadena pueden normalizarse entonces, de forma que la suma de todas
las probabilidades en un solo segmento sea uno. Las probabilidades normalizadas del segmento s seran
denominadas {As(Mi)}. Este proceso dependera también de las longitudes de los segmentos normalizadas {xs},
definidas como la fraccién de los SNPs de un cromosoma contenida en el segmento s.

En una realizacion de la presente divulgacion, las probabilidades de todos los segmentos pueden combinarse ahora
para formar un conjunto de probabilidades cromosémicas para el nimero de cadenas distintas presentes. Todos los

T M ¥ ™
N : o T R

datos de un cromosoma se combinan en D¢. Las hipotesis cromosomicas son para la madre.
es la hipotesis de que solo un homdlogo distinto esta presente cada vez, lo que permite las hipétesis de cadena M1;

M11; M2; M22 S es la hipétesis de trisomia meidtica, donde la madre ha aportado dos cadenas distintas. Se
comentaran las hipétesis sobre el nimero de cadenas de la madre; las hip6tesis sobre la cadena del padre pueden
ser calculadas de forma analoga.

g

T g corresponde uno-a-uno con la hipétesis de no cadena My. Por consiguiente, la probabilidad de no copias es
simplemente la suma (ponderada por longitud de segmento) de las probabilidades de no cadena en cada segmento.

P(Der|55) = 256 Ad(Mo)xs

=1 (una copia cada vez) corresponde a las hipotesis de cadena M1; M11; M,; M22. Sin hacer ninguna
suposicidn sobre recombinacién, cabe esperar que una sola copia parental sea la cadena M1 o M2 en todos los
segmentos. En esta realizacion de la presente divulgacion, en lugar de intentar detectar cuantas copias de una sola
cadena estan presentes, se incluyen también las hipétesis de doble cadena M11 y M22. En otra realizacion de la
presente divulgacion, se pueden agrupar M1 y M2 en una hipotesis, y M11 y M22 pueden agruparse en otra
hipétesis. En otras realizaciones, otras hip6tesis pueden referirse a otros agrupamientos del estado real del material
genético. Nuevamente, la probabilidad cromosdmica es simplemente una suma ponderada.

P(Den|S) = 20 (AdM) + AdMi1) + Ad(Ma) + A(Maz))xe

La trisomia meidtica se caracteriza por la presencia de dos cromosomas no idénticos de un solo progenitor.
Dependiendo del tipo de error meidtico, puede ser una copia completa de cada uno de los homdélogos del progenitor
(meiosis-1), o puede ser dos recombinaciones distintas de los homdlogos del progenitor (meiosis-2). En el primer
caso, el resultado es la hipétesis de cadena Mi; en todos los segmentos, pero en el segundo caso el resultado es Mi,
solo donde las dos combinaciones distintas no coinciden. Por consiguiente, el enfoque de la suma ponderada
aplicado a las otras hipotesis puede no ser apropiado

El calculo de la probabilidad de trisomia meidtica se basa en el supuesto de que recombinaciones Unicas seran
distintas en por lo menos una region continua cubriendo por lo menos una cuarta parte del cromosoma. En otras
realizaciones, se pueden utilizar otros tamafios de region continua en la que recombinaciones Unicas sean distintas.
Un umbral de deteccion que sea demasiado bajo puede dar como resultado la determinacidn incorrecta de trisomias,
debido a recombinaciones de segmento medio y ruido. Como la trisomia de meiosis-2 no se corresponde con
ninguna hipotesis de cadena de cromosoma completo, la probabilidad puede no ser proporcional a la suma de las
probabilidades de segmentos, como lo es para los otros dos nimeros de copias. En vez de eso, la confianza en la
hipétesis meidtica depende de si se ha cumplido o no el umbral meiético, y la confianza global del cromosoma.

En una realizacion de la presente divulgacion, los cromosomas pueden ser reconstruidos recombinando los
segmentos junto con sus probabilidades relativas utilizando los siguientes pasos:

1. Hallar la longitud x de la regidn continua mas larga con A(M12) > 0:8 combinando 5 segmentos adyacentes
2. Six > 0:25 establecer la marca meiética como cierta. De lo contrario establecerla como falsa.

3. Calcular la confianza general en el cromosoma promediando la confianza en la hipétesis mas probable de

P(DST) = C

cada segmento C = Zs xsmax/As(Mi)4. Si la marca meiética es cierta, dejar *normalizado. De

lo contrario dejar P(Depl57%) = 1-C.
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El resultado es que si se activa la marca mei6tica en un cromosoma de alta confianza, la hipotesis meiética tendra
en correspondencia una alta confianza. Si no se activa la marca meiodtica, la hipétesis meidtica tendra una baja
confianza.

(6) Comprobacién de determinaciones no validas y célculo de resultados CNC

El paso final es calcular probabilidades en nimeros de copias parentales verdaderos sin distincion entre error
meiético y mitético. La anotacion estandar HNmNf se adaptard para progenitores individuales, donde Nm es el
numero de cadenas de la madre presentes, y Nf es el nimero de cadenas del padre presentes.

P(Dch|HOX) = P(Dch 5;«
P(Dep/H1x) = P(Dey|55"

P(Dep[H2x) = P(Dep|S57) P(meiotic) + P(Dey55™) P(mitotic)

S
A
i L

La férmula final viene explicada por el hecho de que la trisomia puede derivar de dos eventos dispares meidtico y
o
error mitético. El error meiético corresponde a la hipétesis = £ (2 copias diferentes) y el error mitético corresponde a
-?‘3
la hipétesis = (duplicado del mismo homélogo). Las probabilidades previas de esos dos eventos se supone que
son iguales. Como resultado, una confianza muy alta en la hipétesis pone aproximadamente una confianza igual en

v

Hix y H2x, pero una confianza muy alta en la hipétesis 2 favorece solamente a H2x.

Este algoritmo es muy adecuado para detectar segmentacion en cromosomas. Una disomia segmentada se
caracteriza por la presencia de una copia de cada progenitor, donde por lo menos una copia parental es incompleta.
Si un progenitor tiene una confianza superior a aproximadamente el 80 por ciento en la hip6tesis de 0 cadenas (MO o
FO) para por lo menos una cuarta parte del cromosoma, este cromosoma puede ser marcado como “monosomia
segmentada” incluso si los calculos de confianza utilizando otras técnicas especializadas dan como resultado una
determinacion de disomia. Esta marca de segmentacion puede combinarse con la marca de segmentaciéon de la
técnica de Permutacion, de forma que cada una de ellas puede detectar un error independientemente. Si la
determinacién de algoritmo global es monosomia, la marca segmentada puede no ser activada porque resultaria
redundante.

En este punto de la ejecucion de la técnica, se han asignado confianzas de hipdtesis de copias para cada progenitor
para cada cromosoma donde habia disponibles tasas de pérdidas para por lo menos un segmento. No obstante,
algunos cromosomas pueden no haber sido ajustados por fases con una alta confianza, y sus probabilidades pueden
reflejar tasas de pérdidas que estaban solo disponibles para una fraccion muy pequefia del cromosoma. En una
realizacién de la presente divulgacion, para evitar realizar determinaciones basadas en datos insuficientes o no
claros, pueden realizarse comprobaciones para eliminar determinaciones en cromosomas con ajuste por fases
incompleto o resultados con mucho ruido.

Después de realizar las comprobaciones, las hipétesis de copias parentales pueden ser convertidas a hipotesis CNC
estandar. Para las copias maternas Nn, y las copias paternas Nf, la probabilidad de las hipétesis CNC HN,Nf es
simplemente una multiplicacién de las probabilidades de copias parentales independientes. Si uno de los
progenitores no se habia determinado debido a un ajuste por fases incompleto o datos con ruido, el algoritmo puede
dar probabilidades uniformes en este progenitor, pero seguir determinando el otro progenitor.

P(D|HNmNs ) = P(D[HNmx) P(D|HxN; )

Comprobacion de ajuste por fases incompleto

La cobertura del ajuste por fases en un cromosoma es la suma de las longitudes de segmento para las que se han
calculado las probabilidades. En algunas realizaciones de la presente divulgacion, no se calculan probabilidades
cuando alguna de las tres mediciones de tasas de pérdidas carece de datos. Si la cobertura de ajuste por fases es
inferior a la mitad, no se produce determinacion. En el caso donde la trisomia meiética sea marcada por una
secuencia de segmentos M12 o F12 de longitud combinada de aproximadamente 0,25, toda cobertura de ajuste por
fases de menos de 0,75 no es suficiente para descartar tal segmento. No obstante, si se detecta un segmento
meiético de longitud 0,25 puede aun determinarse. En una realizacion de la presente divulgacion, con una cobertura
de ajuste por fases de entre aproximadamente 0,5y 75 se procede como sigue.

*si esta marcado como trisomia, la determinacion de ploidia estd como completamente ajustada por fases
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* si la determinacibn es monosomia parcial o completa, la determinacién de ploidia es como si estuviera
completamente ajustada por fases

* de lo contrario, no realizar determinacion (establecer probabilidad uniforme para las copias de este progenitor)
Comprobar cromosomas ruidosos

Algunos cromosomas pueden resistirse a la clasificacion utilizando este algoritmo. A pesar de un ajuste por fases de
alta confianza y de las probabilidades de segmentos, los resultados de cromosoma completo no son claros. En
algunos casos, esos cromosomas se caracterizan por cambios frecuentes entre hipétesis de maxima probabilidad.
Aungue se esperan solamente unos pocos eventos de recombinacién por cromosoma, estos cromosomas pueden
presentar cambios casi aleatorios entre hipétesis. Como la hipétesis meiética es activada por una secuencia meiética
de aproximadamente 0,25, se pueden provocar con frecuencia falsas trisomias en cromosomas ruidosos.

En algunas realizaciones de la presente divulgacion, el algoritmo declara un “cromosoma ruidoso” combinando
segmentos adyacentes con la misma hipotesis de probabilidad maxima. La longitud media de esos nuevos
segmentos se compara con la longitud media del conjunto de segmentos originales. Si este cociente es inferior a
dos, pocos segmentos adyacentes pueden tener hipétesis coincidentes, y el cromosoma puede ser considerado
ruidoso. Este test se basa en el supuesto de que se espera que la segmentacion original sea un tanto uniforme y
densa. Un cambio a un algoritmo de segmentacion 6ptimo requeriria un nuevo criterio.

Si un cromosoma es declarado ruidoso en un progenitor especifico, las hipétesis de copias de ese progenitor pueden
ser consideradas como uniformes, y las marcas de monosomia meiética y segmentada como falsas.

Técnica del cromosoma sexual

Las técnicas descritas mas arriba han sido disefiadas para cromosomas autosomicos. Dado que los estados
genéticos probables de los cromosomas sexuales (X e Y) son distintos, técnicas diferentes pueden ser mas
apropiadas. En esta seccién se describen otras técnicas disefiadas especificamente para la determinacion del
estado de ploidia de los cromosomas sexuales.

Ademas de que sean distintos los niumeros de los cromosomas sexuales esperados, la determinacion del estado de
ploidia de los cromosomas sexuales se complica por el hecho de que hay regiones en el cromosoma X e Y que son
homologas, y otras que son similares pero no polimérficas. El cromosoma Y puede ser considerado un mosaico de
distintas regiones, y el comportamiento de las sondas Y depende en gran medida de la regién a la que se unen en el
cromosoma Y. Muchas de las sondas Y no miden SNPs per se; en lugar de eso se unen a localizaciones que son no
polimorfas en ambos cromosomas X e Y. En algunos casos, una sonda se unird a una localizacién que es siempre
AA en el cromosoma X, pero siempre BB en el cromosoma Y, o viceversa. Estas sondas son denominadas de “dos
grupos” (clusters) porque cuando una de esas sondas se aplica a un conjunto de muestras masculinas y femeninas,
el gréfico de dispersion resultante se divide siempre en dos grupos, segregados por sexo. Los machos son siempre
heterocigotos y las hembras siempre homocigotas.

Técnica del cromosoma XYZ

En una realizacion de la presente divulgacion, la determinacion de ploidia de los cromosomas sexuales se enfoca
considerando un cromosoma abstracto denominado ‘cromosoma 23”, compuesto por cuatro subcromosomas
distintos, denominados X, Y, XY, y Z. El cromosoma XY corresponde a las sondas que hibridan con los cromosomas
X'y los cromosomas Y en lo que es conocido como las regiones pseudoautosdmicas. Por el contrario, las sondas
asociadas al cromosoma X se espera que hibriden solo con el cromosoma X, y las sondas asociadas al cromosoma
Y se espera que hibriden solamente con el cromosoma Y. El cromosoma Z corresponde a esas sondas de “dos
grupos” que hibridan con el cromosoma Y, en lo que se conoce como la regiéon X transpuesta — la regiéon que
concuerda en aproximadamente el 99,9% con una region similar en el cromosoma X, y cuyos valores de alelos son
polares a sus cognados en X. Asi, una sonda Z medird AB (sin tener en cuenta el ruido) en una muestra masculina,
y AA o BB en una muestra femenina, dependiendo del locus.

El siguiente debate describe las mateméticas base de esta técnica. En términos de los cromosomas sexuales
componentes, el objetivo de esta técnica es distinguir los siguientes casos:
fIRY VEY ¥V FY F¥Y YYYV VY OFYYTY . .

‘{Q_ﬁ'&‘, } 2 :i:-. ‘5‘.% ¥y o8 oa g .%x:’f..":_, a....:-x}_;- ;& :F }‘_p A){:-&} & j. Hay que adVert|r que Si e| cromosoma 23 es
euploide, debe ser uno de PAALATS y por tanto debe tener un nimero de copias de 2. En los casos de disomia
uniparental: XX de la madre y nada del padre, o YY del padre, se puede asignar arbitrariamente un ndmero de
copias de 5, o fusionarlas con las hipotesis de monosomia.

F 5
L
&

i

R o
-2 R ., . . £y e E
La conexién entre los subcromosomas X e Y se expresa solamente en la distribucién previa conjunta VRS o

el nimero de subcromosomas de X e Y aportados por el padre.
Anotacion

1. nes el nimero de copias del cromosoma para el cromosoma 23.
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=

2. +t es el nimero de copias del subcromosoma X aportado al embrién de la madre: 0, 1, o 2. A efectos de
h)

anotacién, es conveniente también definir 3 como el nimero de copias del subcromosoma Y

aportadas al embrion por la madre.

e,

L]
s

- Fh

» ‘tJ

,1
3. " “es el nUmero de copias de subcromosomas X e Y aportados conjuntamente al embrién por el

padre. Esos pares de ndmeros de copias deben pertenecer al conjunto
{003, (0.13.(1.83,{2,01, {113,480, 23}

iy +nl +nf
Obsérvese que las precedentes tres variables definidas satisfacen la limitacion

4. Definir = %

es una previa de esta tasa.

7. Paeslatasade entradas, y *-" es una previa de esta tasa.

8. ceselumbral de corte para no determinaciones.

“ es el conjunto de respuestas de plataforma en bruto en canales x e y en todos los

N N wr 3
£ ¥ = ’Ek-‘i Rl A

Dy = Hxey, Ve b _
SNPs k en el subcromosoma X. De forma similar = ¥ EA ¥idlesel conjunto de respuestas de

plataforma en bruto en los canales x e y en todos los SNPs k en el subcromosoma Y,

»Bm‘ =

F k!
R TN T PR T .
WAEXTR-VEYR AT e el conjunto de respuestas de plataforma en bruto en canales x e y en
E:z = {‘:ﬂ& Tlhes "E.\“u .
todos los SNPs k en el subcromosoma XY, y es el conjunto de
respuestas de plataforma en bruto en los canales x e y sobre todos los
SNPs k en el subcromosoma Z.

!,.r\...

’:3\1

£x ' @s el conjunto de determinaciones de genotipo en todos los SNPs k en el
subcromosoma X, y de forma similar para los subcromosomas Y, XY, y Z. Adviértase que las
determinaciones de genotipo dependen del umbral de corte de no determinacion e.

10 Dy(t) = {flu g ynlicl =

11 Definir un indice j de subcromosoma, donde En este caso, podemos hacer

3.8~

:_31'\:5

referenciaa & ™ “en relacion con los datos asociados con el subcromosoma j.

S
12 % es la determinacion de genotipo en el SNP kth (como opuesto al valor real) en el subcromosoma j:
uno de AA, AB, BB, o NC (sin determinacion).

o - R

13 Considerando una determinacion de genotipo en SNP k, las variables ™~ * = ~

" 3]
o

indicadoras (10 0). Formalmente, =~
es la secuencia real conocida de determinaciones de genotipo en la madre, en el

2
t_.-x
§ — {55
M

kd
subcromosoma j- 5" se refiere al valor del genotipo en algun locus particular. Adviértase que, para j

_Y {:*

e’

son variables

s&

(AEF), g’e ={B£§g).

*;ad

14

-3
*< se considera como una secuencia de no determinaciones: NC.

31



ES 2620431 T3

o ’E
15 ° "“§4 %4 es la secuencia real conocida de determinaciones de genotipo en el padre, en el
F
subcromosoma j. & se refiere al valor del genotipo en algln locus particular.
{::"K’ E}‘:\i
5]
16 HENV S es la clase de genotipos parentales conjuntos concebible que puede ocurrir en el
‘.'-\ Y
¥ S . i
subcromosoma j. Cada elemento de = -" + es una tupla de la forma, ej., (AA, AB), y describe uno de
. . . _ Caelil
5 los posibles genotipos conjuntos del padre y la madre. Los conjuntos se enumeran en su
totalidad aqui:
a. CyuplX) =1{44.45 BB} {44,858}
. ‘.3-'5;"-‘5-" .k..." S FRLd p AP X N SRS -—J'
b. Cyupl¥)={NC}x {44, 85
C. Cyue{¥¥y=1{44 AF BB} {44, 48 BB}
d. €123y = {44 BE} x { A}
17 < * son el nimero de copias verdadero de A y B en el embridn (impll’citamente en el locus k),
- ‘— td g "\""]
respectivamente en el subcromosoma j. Los valores deben estar en 0,1,2,3,4 para i i X XY, 2 3 ¥yen
f"rv"l
10 012parad = ¥ i

-~
P 235 - 5
"l‘ LR

18 4 7 sonel nimero de alelos Ay alelos B aportados respectivamente por la madre al embrién
(implicitamente en el locus k) en el subcromosoma j. Para j = X o XY o Z, los valores deben estar en 0,

g el
g N £ T

1,2, y no deben sumar mas de 2. Para j =Y, los valores deben ser (0,0). De forma similar, - *

son el nimero de alelos A y alelos B aportados respectivamente por el padre al embrién (implicitamente

15 en el locus k) en el subcromosoma j. El padre tiene la limitacién adicional paraj= X o j =Y que uno de
c.,ﬁﬁ f.E'fF
& 777 debe ser cero, reflejando el hecho de que el padre no puede aportar material heterocigoto

de cualquier cromosoma sexual. Para j=XY, no hay tal limitacién.

Para j=Z, las limitaciones son como sigue:

A5 L F
Ty — Ay
1. Cuando el locus es homo AA en la madre, tenemos y
= n
PR
20 < re
2 =nk o =
2. Cuando el locus es homo BB en la madre, tenemos ~ *y
_g M BM AF BM }
En conjunto los cuatro valores Vo0 0N R I determinan exactamente el verdadero genotipo del embrién

en el subcromosoma j. Por ejemplo, si los valores fueran (1,1) y (1,0), el embridn tendria tipo AAB.
25 Adviértase también que las siguientes limitaciones se aplican a todos los j:

EEN o '3
1. 8% 4 B = :f*"

2 T 7

AF L EBF o F
2, Y+ =

La siguiente solucién es aplicable solamente al cromosoma 23 y tiene en cuenta la interrelacion entre
subcromosomas XY, y XY.
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B 7 o D o N OF
P{?‘l}:ﬁ‘f?{ﬂ‘-e, np WD e By (o) Doy {ciiny, vk,

L F S

IP{nE Y P{D (). D). D {c)nd

fz) ?‘v 5
{ e 1y ) es una distribucion previa que puede ser establecida razonablemente. Las probabilidades de (1,0) y
(0,1) pueden ser establecidas razonablemente altas, dado que son los estados de euploidia.

F{B, {c}.D{c}, Do {cilnd . nl, nl. &
= P{D, .kc}i?z‘ ot B

&

Procedimiento (*) en el cromosoma XY

El caso del cromosoma XY se comporta de forma similar a cualquier autosoma. Las matematicas se comentan aqui.
10

TR £ b ¢ =1 {eiecie e L F 8 R by
PR () nd ne, M, Fop, 8 1 = } 1 PG {X g ¥t MRS Wi, G, B P Pt
.
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Procedimiento (*) en el cromosoma X
limitaciones adicionales son que

el padre no es nunca heterocigoto en

Aqui  las

. F oy add L F : v 1 c N F % R
P{Dx{s}iny, vy, M, Fop g 8.] i Ii PG (%0 ¥ €105 W5 G Frps P P

[
— b oM M O F _ :}{’?}=‘§X§-gﬁ’\l\ﬁ§',5 Mo F 3
= axp . M8xe T8 8ue TH o8y THY SEALGIMy Mg o PaePel
Y eidA Al B8}

& sisazs
“FEAAAS FENT}

P{gin¥, nf, ¥, % pava)

= ? P{w' n® I nL 8",

genstic modsiing

=

won

Procedimiento (*) en el cromosoma Y
Aqui las limitaciones son que el numero de copias de la madre es 0, y el padre no es nunca heterocigoto en Y.
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para todos los k.
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Aqui la solucién se continda para todos los subcromosomas. Téngase en cuenta que cuando j
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Subcasos maternos: para j en {X, XY}, tenemos

.:
ol

vy
o

Y, que esta degenerado para la madre, tenemos:

Para j

3

.,

R

Subcasos paternos: para j en {X,Y}, tenemos:

sy

iy

Para j = XY, las matematicas son las mismas que para la madre, a saber:
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Técnica del cromosoma X

En una realizacion de la presente divulgacion, la técnica del cromosoma X, descrita aqui, puede determinar el estado
de ploidia del cromosoma X con un alto nivel de confianza. En la practica, esta técnica tiene similitudes con la
técnica de permutacion, dado que la determinacion se lleva a cabo examinando las curvas CDF caracteristicas de
los distintos contextos. Esta técnica utiliza especificamente la distancia entre ciertas curvas CDF de contexto para
determinar el nimero de copias del cromosoma sexual.

En una realizacion de la presente divulgacion, el algoritmo puede ser modificado del siguiente modo para optimizarlo
para el cromosoma X. En esta realizacion, se pueden introducir ligeras modificaciones en la distribucién de alelos, el
modelo de respuesta y posibles hipotesis. La féormula es:

Ademas, pueden hacerse algunos de los siguientes cambios:

FipEla. F5 FE. Fe=g
- El modelo de respuesta * + #Fi¥ " f depende de ¢ Si
Ly -3 - . .
como antes, si - se utiliza una copia y puede ser modelado del mismo modo que para el esperma.

< AFY
BFig}

- o ~ es igual que antes, dado que se supone progenitores 100% correctos, hay que asegurarse
p=ar
de omitir todo recorte con  °

2 copias, esto puede modelarse

es p, (1-p), para AA, BB respectivamente, omitiendo AB.

i

- h, la hipotesis del embrién en (madre, padre), tenia previamente 4 posibilidades, ahora solo considera 2

F-‘EV = 2 .
posibilidades para M1, M2, dado que la contribuciéon del padre no existe (para - o solo tiene una
e
L, . e B . ., Lo
hipotesis (para + < Esto es valido para cada embrion. De forma similar sobre el esperma hay

solamente una hipotesis.
Fs
. .. . e .
puede calcularse de forma ligeramente distinta dependiendo de * es decir,
dependiendo de si consideramos la contribucidn del padre.

e

S
.EE

¢
N
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- : 774 puede calcularse del mismo modo que antes, teniendo en cuenta la

o

A .
reduccion en el espacio de hipotesis, y los cambios mencionados mas arriba dependiendo de *

Distancia de contexto: cromosoma X

En otra realizacion de la presente divulgacion, se puede determinar el estado de ploidia del cromosoma X como
sigue. El primer paso es determinar la distancia entre los cuatro contextos siguientes: AA|BB y BB|AA en el canal X,
AA|BB y BB|AA en el canal Y, AB|BB y BB|AA en el canal X, y ABJAA y AA|BB en el canal Y. Estas distancias
pueden ser tomadas en el punto donde AAJAA y BB|BB estan mas alejados, y luego se normalizan por la distancia
entre AAJAA y BBJ|BB. Esta normalizacion es una forma de eliminar cualquier variacion en el proceso de
amplificacion. Entonces pueden crearse distribuciones para cada una de las distancias normalizadas bajo las
hipétesis H10, HO1, H11, H21 y H12 utilizando determinaciones de ploidia de alta confianza en los cromosomas
autosomicos. En una realizacion de la presente divulgacion, el conjunto de prueba esta restringido a cromosomas 1-
15

La Figura 6 y la Figura 7 presentan dos graficos mostrando el agrupamiento de los diversos contextos tomados de
datos reales. La Figura 6 muestra una representacion gréfica de un primer conjunto de SNPs, con la intensidad
normalizada de una salida de canal representada contra la otra. La Figura 7 muestra una representacion gréfica de
un segundo conjunto de SNPs, con la intensidad normalizada de la salida de un canal representada contra la otra.
Los datos presentados en esas dos figuras muestran que los datos de los diversos contextos se agrupan bien, y las
hipétesis son claramente separables. Adviértase que se utilizaron solamente cromosomas con una confianza
superior a aproximadamente 0,9 para el conjunto de practicas. Un ejemplo de la distribucién de las distancias puede
verse en las Figuras 8A-8C, que muestran ajustes de curva para datos alélicos de distintas hipotesis de ploidia. La
Figura 8A muestra ajustes de curva para datos alélicos para cinco hipétesis de ploidia distintas utilizando el método
Kernel comentado aqui, la Figura 8B muestra ajustes de curva para datos alélicos para cinco hipétesis de ploidia
distintas utilizando un Gaussian Fit comentado aqui, y la Figura 8C muestra un histograma de los datos alélicos
reales medidos de un contexto parental, AA|BB - BB|AA, en el canal X, comparado con los ajustes de curva de todos
los datos. El estado de ploidia cuya hipétesis coincide mejor con los datos alélicos reales medidos se determina
como el estado de ploidia real. Esta técnica determina el estado de ploidia de la célula cuyos datos se muestran en
las Figuras 6 - 8 como XX con una confianza de 0,999 o mejor. Este método efectla también determinaciones
correctas en células individuales aisladas de lineas celulares con estados de ploidia conocidos.

Cromosoma Y

En una realizacion de la presente divulgacion, el estado de ploidia del cromosoma Y puede ser determinado como
se describe en otra parte de esta divulgacion, con las siguientes modificaciones. En una realizacion es posible
utilizar la técnica de la presencia parental, con modificaciones apropiadas para el cromosoma Y.

Tomemos F% = 0, gj = NaN. Para F% = 1, g; = gF, es decir, lo mismo que el padre. En otra realizacién, es posible
tener en cuenta posibles errores en la medicion paterna:

s U L I
2 PG i8] E I #0851 85)

= '13-~--'-'?"-a oy ::1“;-\.2

R B e v
#glo £ = #1g 30

o

- - F B

=5 . ™ i omyd o

o L

wbfgg . . 5850 o
donde “” eslafrecuencia de poblacion en este recorte, - va a ser 0/1. En una realizacién de la
presente divulgacion, se puede suponer que no hay error parental, en cuyo caso el algoritmo del cromosoma Y es

& = 4 ah

hor S o N . of
YRS i8S §
LT R FT S

gue es simple si F,=0, 0 se puede usar un modelo de error en el objetivo, y en el cromosoma Y.

Cromosoma XY
Para el cromosoma “XY”, es posible utilizar el mismo algoritmo que para otros cromosomas autosémicos.
Cromosoma Z

En una realizacion, el cromosoma “Z” se ha definido de forma que los alelos deben ser AB para machos y AA/BB
para hembras, determinado por frecuencia de poblacion. En esta realizacion se pueden realizar las siguientes
modificaciones:
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En otros aspectos la determinacion del estado de ploidia del cromosoma Z puede realizarse como se describe en
otra parte en esta divulgacion.

Técnica no paramétrica

En otra realizacién de la presente divulgacion, puede utilizarse un enfoque denominado “técnica no paramétrica”.
Esta técnica no establece supuestos sobre la distribucion de los datos. Para un conjunto determinado de SNPs,
definido tipicamente por un contexto parental, crea la distribucién esperada sobre bases hipotéticas o empiricas. La
determinacion de las probabilidades de las hipdtesis se hace comparando la relaciéon entre las distribuciones
observadas de los contextos parentales con las relaciones esperadas entre las distribuciones de los contextos
parentales. En una realizacién, las medias, cuartiles o quintiles de las distribuciones observadas pueden utilizarse
para representar matematicamente las distribuciones. En una realizacion, las relaciones esperadas pueden
predecirse utilizando simulaciones tedricas, o pueden predecirse viendo los datos empiricos de conjuntos conocidos
de relaciones en cromosomas con estados de ploidia conocidos. En una realizacion, las distribuciones teéricas para
un contexto parental dado pueden ser construidas mezclando las distribuciones observadas de otros contextos
parentales. Las distribuciones esperadas de contextos parentales bajo hip6tesis distintas pueden ser comparadas
con las distribuciones observadas de contextos parentales, y se espera que solo la distribucion bajo las hipétesis
correctas coincida con la distribucion observada.

E{H |"data’

't
Se esboza en esta seccién un método para calcular posteriores probabilidades como }donde

.
h’* es una hipétesis que es una cierta combinacion de los conjuntos de distribuciones esperados para los casos
donde un progenitor aporta 0, 1, 0 2 cromosomas. En los casos en los que el progenitor aporta dos cromosomas,
hay dos posibles subcasos: error de copia Ml (error de copia no emparejada) (2a), o error de copia M2 (error de
copia emparejada) (2b). Esto origina 16 hipétesis totales: cuatro hipotesis para el padre, multiplicadas por cuatro
para la madre. El caso en que la madre o el padre aportan por lo menos un cromosoma se discutira primero, y el
caso en el que un progenitor no aporta cromosomas se discutird después. Consideremos los siguientes puntos:

(A) Bajo los contextos parentales ABJAA y AAJAB, bajo las 8 hipétesis de contribucion cromosomica parental,
donde cada progenitor aporta por lo menos un cromosoma, pero sin incluir el caso en que ambos
progenitores aportaron dos cromosomas debido a un error de copia M2, la distribucién de los genotipos
objetivo puede separarse en una distribuciébn que puede calcularse empiricamente partiendo de los
datos. Ademas, la distribucion del estado euploide puede separarse de las otras hipétesis.

(B) Si las distribuciones de los objetivos son distintas, existe una estadistica T (formalmente aqui una
variable aleatoria) que las distingue. La distribucién de esta estadistica puede ser simulada por
bootstrapping de la distribucion del objetivo bajo los contextos parentales AB|AA y AA|AB. Esto produce
un valor p empirico bajo cada hipétesis. El valor p empirico bajo la hip6tesis i" se marcara y se define
como

g = DT e & Saranes F Ry ot £y
5, = P{T = ¢} hvpothssls {) (1)

¥

donde T es la variable aleatoria, y vemos una realizacion de la estadistica t. La distribucién de T bajo la
hipétesis i puede ser simulada con el bootstrap.

Valores p empiricos producirén posteriores distribuciones de = *

|
formalizacién de “data” como el evento (una variable aleatoria) #E con T definido en el espacio de probabilidad
conjunta incluyendo todas las hipdtesis y sus subhipotesis. Esto hace la anterior ecuacidon equivalente a

PIH 1)

<&+ que por Bayes da
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donde como en la Ecuacion, asi

Eord R

es la previa en la hipétesis i.

Indiqguemos (1,2a) como el caso donde la madre aporta 1 cromosoma y el padre aporta 2 con un error de copia M1.
A los efectos de este debate, supongamos que un error de copia m1l en un locus heterocigoto implica que AA, AB, y
BB se producen cada uno con una probabilidad de 1/3. En un error de copia M2, un cromosoma esta duplicado, por
lo que para un locus heterocigoto, supongamos que AA y BB aparecen cada uno con una probabilidad de 1/2.

El punto (A) puede mostrarse investigando la distribucién del objetivo bajo las distintas hip6tesis. Adviértase que
o= I
(1,1) es el Unico caso donde i * 'y ambas son mezclas de dos distribuciones distintas, que pueden ser
simuladas utilizando SNPs homocigotos polares y no polares. Esta es una buena técnica para identificar la trisomia,
pero resulta dificil calcular una confianza, porque es dificil simular su distribucion. Por ejemplo, consideremos la

™ L Eg g - . S

P = e yioe3 =, — I — TRELIEN
mediana estadistica ! AAEE L : } : que es
buena algoritmicamente separando (1,1) de (2a/b,1) o (1,2a/b). Nuevamente, no hay una confianza asociada, porque

s — el ]
b k.

- SEAS L i»

EH
su distribucion bajo la hipotesis de (1,2a/b) se simula del mismo modo que (1,1), es decir, si hay "1 casos de
AA|BB y n, casos de BB|AA, la distribucion simulada es una distribucion mezcla de AA|BB y BB|AA remuestreado

By ST T Y wL R, +ong)

con proporciones ) =Ty AR TS Al se esperard que T comparado con su
distribucion simulada bajo trisomia sea igual que T comparado con su distribucién simulada bajo euploide. La
siguiente explicacion describe como solucionar este problema, con la improbable excepcion del caso donde cada
progenitor aporta dos copias de un cromosoma determinado al embrion.

En esta explicacién, ~ - denota la distribucion de los loci objetivo bajo el contexto parental AB|JAAy ~= la distribucion
de los loci objetivo bajo el contexto parental AA|AB.

F, =5 F

1. (1,1): las distribuciones >y son una mezclade ¥2 AAy % AB
2. (2b, 1): F1 es una mezcla de 3/2 AAA'y 3/2 BBA. F2 es una mezcla de 3/2 AAA'y 3/2 AAB.

-

e
al

3. (2a, 1): F1 es una mezcla de AAA ABA y BBA. Supondremos que la mezcla es 3/3 para cada uno, aunque
puede no ser necesario para el método. F, es igual a una mezcla de 3/2 AAAy 7 AAB.

4. (1,2b) F1 es igual que F2 en el punto 2 por simetria y F2 es igual que F1 en el punto 2 por simetria.
5. (1,2a) F1 esigual que F2 en el punto 3 por simetria y F2 es igual que F3 en el punto 3 por simetria.

6. (2a, 2b) F1 es una mezcla de 3/3 cada uno de AAAA ABAA BBAA, F2 es una mezcla de 3/2 de AAAA
AABB.

7. (2b, 2a) F1 es F2 del punto anterior y F2 es F1 del punto anterior por simetria.
8. (2a, 2a) F1 es una mezcla de 3/3 cada uno de AAAA ABAA BBAA, F; es igual que F1.
9. (2b, 2b) F1 es una mezcla de 3/3 AAAA, 3/2 BBAA. F2 tiene la misma distribucién que F1.
10.
El enfoque algoritmico es como sigue:

+ Hallar una buena F1 estadistica de canales objetivo bajo cada contexto parental AA|AB, y una buena F2 estadistica
de canales objetivo bajo el contexto parental ABJAA. En una realizacién, tomemos tl1 y t2 como las medias de

"' " phajo AAJAB y ABJAA, respectivamente.
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- Bajo la hipétesis i, producir distribuciones nulas conjuntas empiricas =" = utilizando una mezcla de
datos remuestreados de homocigotos polares cuando sea posible, generalmente es posible: de lo contrario
utilizar remuestreado de heterocigotos.

- Comparar la distribucién conjunta de (t1,t2) con la empirica, lo que da el valor p empirico.
- Calcular el valor p empirico como se describe en la primera parte del documento.

- Clasificar de acuerdo con la probabilidad posterior maxima y asignar la probabilidad posterior a la
determinacion.

- Para aumentar la potencia de este procedimiento, se pueden incluir distribuciones et que
corresponden a F1 y F2 pero intercambian los alelos Ay B.

Consideremos ahora los casos en los que un progenitor no aporta cromosomas:

1. (0,0): F1 y F2 son ruido, pueden ser simuladas utilizando cualquier SNPs. En una realizacién, se
podria utilizar el contexto AA|JAA y BB|BB.

(0,1): Flesunamezcla’a2de Ay B, F2es A

(0, 2a): F1 es AAy F2 es BB.

(0, 2b): F1 es AAy F2 es una mezcla de AA AB BB.
(1,0) sustituir F1 y F2 del caso de (0,1) por simetria.

o a0 M~ 0w D

(2a, 0) sustituir F1 y F2 del caso de (0,2a) por simetria.
7. (2b, 0) sustituir F1 y F2 del caso de (0,2b) por simetria.
Esbozo de confianza para la técnica no paramétrica

El analisis del algoritmo se basa en la idea de que para la hip6tesis i" Hi, se puede calcular la probabilidad de que
alguna hipétesis Hj (otra o la misma) sea cierta con los datos P (Hi|data), lo que equivale a P (“determinaciones de
algoritmo” Hi|data).

Utilizando los previos, se puede calcular P(data|Hi). En una realizacion, el algoritmo puede simplificarse utilizando el
contexto parental 1. En otra realizacion, se pueden utilizar los tres contextos. Por consiguiente, se puede escribir el

B~
b

i~
-,

P . . . B
andlisis del algoritmo que determina euploide cuando : es menor que un umbral t donde *'% es la
reestimacion de q utilizando solamente el contexto parental 1 que son los homocigotos polares. Adviértase también
que el algoritmo determina el estado de ploidia en base a un esquema de umbral modificado, donde el reestimado

N el
B &,

) .‘1' . .
* es comparado con ¢ y normalizado en base al error estandar estimado de % El algoritmo funciona en
autosomas y cromosomas sexuales de este modo.

]

i~

Determinar un contexto particular y suponer que Zi y Wj tienen la siguiente distribucion:

-
» = I - ! R gl
5= \5«‘.2‘ + LE‘ C'E. y
. T v =
Wo=pw+ o g
. £ e 1% Ty I A ‘
=g F %g.,}-.-:i Lo e Sy LRI P
donde el y se suponen LI.D., y* *#=%son constantes. En la préactica, y ¥ se

observan realizaciones de las variables aleatorias

Para analizar el algoritmo determinando el cuantil, suponer que el cuantil qth de € es igual a 0. Esto es sin pérdida de
generalidad porque, por ejemplo, la determinacion del cuantil es invariable bajo escalamiento multiplicativo de Zi y
Wj y afiadiendo una constante a todos los Zi y Wj.

>

3
N z

son iguales para simplificar, y tomemos = como el cuantil gth del Zi. Definir/ denotar el Ps

3

Suponer que todos
— B{W, <z}

g

porfis*
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. . . o = teer g,
Luego, bajo la condicion de euploide, dado que Mz F*%¥ para cada i
Py = Plagte<ur) =g

Plug+5 <y )= Ei2

Donde el

Esquema de céalculos de probabilidad

N

. . _ P .
Para entender la idea en general, consideremos un caso simplificado: supongamos que los ~F son todos iguales y

i e
E::-i 3?-&-’.‘ S5 o

g

a B o=
. . P g
zq se conocen con exactitud. Entonces, el estimador de Pq marcado * ¥ que en general es
. g 3}? = izr;i 13‘}"5:.—"
se simplificariaa ¢ T

¢
¥ayr

e

Bl

k

—a

En este caso, W son i.i.d., zq es conocido y en consecuencia < % es simplemente una media de I.1.D.Bernouillis.
Este es un estimador mas sencillo. El teorema limite central, que puede ser utilizado para obtener informacion

-~

Fa T 8s (2)

exacta sobre la calidad de la aproximacion, dice que “#s tiene una distribucion normal aproximada.

Este método puede utilizarse para obtener confianzas, porque en euploidia, pq = g, Y en aneuploidia, si se supone
&
que en aneuploidia tipo j™ hay una diferencia ~# entre Pqy q, (j = 1 significa contribuciones parentales (0,0), j = 1

significa contribuciones parentales (1,0), ....), ¥z — % =% Enuna realizacion, el célculo de 6 puede ser entre 0 y

0,5.

Supongamos ahora para simplificar, que todas las hipotesis se colapsan en Hg, la hipotesis de euploidia, y Ha la
hipétesis de aneuploidia y sefialan & como la menor 9.

()

Definir

o
&, i,

Donde ¥% esuna estimacién de ¥’ por “bootstrap”, o por la férmula de varianza de Bernouilli.

El algoritmo establece algun umbral t y determina Hoiff j2 < *Por consiguiente, en euploidia, utilizando la

i
-

aproximacion normal, = tiene una distribucién normal estandar aproximada, asi
#{H, calledjeuploid condition] = I ) 2 2UINVRIY S ) =2 99 for £ =34

Parat = 3, esta probabilidad es aproximadamente de ,99. Por consiguiente:

= 01,

P(Ha determinado | condicion euploide) ™

5

LY
A la inversa, en aneuploidia, % tiene una distribucion normal con una media %y una varianza de 1.
iF,.
Tipicamente, #3 estaenel rango de 0,01, por tanto, de 6 = (.01)c para una constante c. En algunas realizaciones
¢ puede estar entre aproximadamente 1y 10, y en otra realizacién, ¢ puede estar entre aproximadamente 10 y 100.

op

7

P{H_ called | aneuploid condition Y= P{|IF] < 612 P{IN{E1)} < & ~
P{H; called | aneuploid condition J=P(R{ <= P(INGIN <t} o noquefia. Para t = 3, esta
probabilidad es aproximadamente de (1 - ,98)/2. Por tanto,

P{H, called | eneuploid condition 21 - .0L

Otras posibles técnicas especializadas pueden utilizarse en el contexto de la determinacion de ploidia, y la lista que
se presenta en esta divulgacion no pretende ser exhaustiva. Mas abajo se indican otras técnicas.
Determinacion de alelos

En el contexto del PGD durante la IVF, es muy necesario determinar el genoma del embrién. No obstante,
genotipando una sola célula el resultado es frecuentemente una elevada tasa de pérdida de alelos, donde muchos
alelos dan una lectura incorrecta o ninguna lectura. Se requieren unos datos genéticos exactos del embrién para
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detectar genes vinculados a enfermedad con un alto nivel de confianza, y esas determinaciones pueden ser
utilizadas entonces para seleccionar el mejor embridon para su implantacion. Una realizacién de la presente
divulgacion, descrita aqui, implica inferir los datos genéticos de un embridn con la mayor exactitud posible. Los datos
obtenidos pueden incluir los datos genéticos medidos, en el mismo conjunto de n SNPs, de un individuo objetivo, el
padre del individuo y la madre del individuo. En una realizacion, el individuo objetivo puede ser un embrién. En una
realizacién, se utilizan también los datos genéticos medidos de uno o mas espermas del padre. En una realizacion,
se utilizan también los datos genéticos medidos de uno o mas hermanos del individuo objetivo. En una realizacién, el
o los hermanos pueden ser considerados también individuos objetivo. Se describe aqui una forma de incrementar la
fidelidad de las determinaciones de alelos en los datos genéticos de un individuo objetivo a los efectos de hacer
predicciones clinicamente accionables. Adviértase que el método puede ser modificado para optimizarlo para otros
contextos, como cuando el individuo objetivo no es un embrién, donde solo estan disponibles datos genéticos de un
progenitor, cuando se conocen ninguno, uno o ambos haplotipos parentales, o cuando se conocen datos genéticos
de otros individuos relacionados y pueden ser incorporados.

Las presentes divulgaciones descritas en esta y otras secciones de este documento tienen el objetivo de incrementar
la exactitud de la determinacion de alelos en alelos de interés para un nimero determinado de SNPs, o
alternativamente, reducir el nimero de SNPs necesarios, y con ello el coste, para alcanzar un nivel medio
determinado de precisién en las determinaciones de SNP. A partir de esas determinaciones de alelos, en especial
las de genes vinculados a enfermedad u otros fenotipos, se pueden establecer predicciones en cuanto a potenciales
fenotipos. Esta informacién puede ser utilizada para seleccionar un embridon o embriones con cualidades deseables
para su implantacion. Dado que el PGD resulta muy caro, toda nueva tecnologia o mejoria en los algoritmos PS, que
permita conseguir un calculo del genotipo objetivo con un nivel de precision determinado, con menos potencia de
calculo, o menos SNPs medidos, significard una importante mejoria sobre la tecnologia anterior.

Esta divulgacion presenta varios métodos nuevos en los que se emplean datos genéticos medidos parentales y
objetivo, y en algunos casos datos genéticos de hermanos, para determinar alelos con un alto grado de precision,
donde los datos de hermanos pueden proceder de hermanos nacidos, u otros blastémeros, y donde el objetivo es
una sola célula. EI método divulgado muestra la reduccion a la practica, por primera vez, de un método que puede
aceptar, como entrada, datos genéticos no limpios medidos de varios individuos relacionados, y también determinar
el estado genético mas probable de cada uno de los individuos relacionados. En una realizacién, esto puede
significar determinar la identidad de diversos alelos, asi como ajustar por fases datos no ordenados, teniendo en
cuenta cruces, y también el hecho de que todos los datos entrados pueden contener errores.

Los datos genéticos de un objetivo pueden describirse considerando los datos genéticos medidos del objetivo, y de
los progenitores del objetivo, donde se supone que los datos genéticos de los progenitores son correctos. No
obstante, es probable que todos los datos genéticos medidos contengan errores, y toda suposicion a priori es
probable que introduzca sesgos e inexactitudes en los datos. El método que se describe aqui muestra como
determinar el estado genético méas probable de un conjunto de individuos relacionados, donde se supone que
ninguno de los datos genéticos es cierto. El método que se divulga aqui permite que la identidad de cada pieza de
datos genéticos medidos esté influida por los datos genéticos medidos de cada uno de los otros individuos
relacionados. Asi, datos parentales medidos incorrectamente pueden ser corregidos si la evidencia estadistica indica
gue es incorrecto.

En los casos en que los datos genéticos de un individuo, o de un conjunto de individuos relacionados, contienen una
cantidad significativa de ruido, o errores, El método que se divulga aqui utiliza las similitudes esperadas entre datos
genéticos de esos individuos relacionados, y la informacion contenida en los datos genéticos, para limpiar el ruido en
el genoma objetivo, junto con errores que pueda haber en los datos genéticos de los individuos relacionados. Eso se
hace determinando qué segmentos de cromosomas intervinieron en la formacion de gametos, y donde se produjeron
cruces durante la meiosis, y por consiguiente qué segmentos de los genomas de individuos relacionados se espera
que sean casi idénticos a secciones del genoma objetivo.

En determinadas situaciones este método puede ser utilizado para limpiar mediciones de pares de base ruidosos,
pero también puede ser utilizado para deducir la identidad de pares de bases individuales o regiones completas de
ADN que no se habian medido. En una realizacién, se pueden utilizar datos genéticos no ordenados como entrada,
para el individuo objetivo, y/o para uno o mas de los individuos relacionados, y los resultados contendran los datos
genéticos ajustados por fases y limpios de todos los individuos. Ademas, se puede calcular una confianza para cada
determinacion de reconstruccion realizada. En otra parte de esta divulgacion pueden encontrarse otros debates
sobre la creacion de hipétesis, calcular las probabilidades de las diversas hipétesis, y usar esos calculos para
determinar el estado genético mas probable del individuo.

Se presenta primero una explicacion muy simplificada de determinacion de alelos, haciendo suposiciones no
realistas para ilustrar el concepto de la presente divulgacion. Se presenta después un enfoque estadistico detallado
gue puede ser aplicado a la tecnologia de hoy.

Un ejemplo simplificado

La Figura 9 ilustra el proceso de recombinacién que se produce durante la meiosis para la formacion de gametos en
un progenitor. EI cromosoma 101 de la madre del individuo se muestra en gris. El cromosoma 102 del padre del
individuo se muestra en blanco. Durante este intervalo, conocido como Diploteno, durante la Profase | de la Meiosis,
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es visible una tétrada de cuatro cromatidas 103. Se producen cruces entre cromatidas no hermanas de un par
homélogo en los puntos conocidos como nédulos de recombinacién 104. A efectos de ilustracion, el ejemplo se
centra en un solo cromosoma, y tres SNPs, de los que se supone que caracterizan a los alelos de tres genes. Para
esa discusion se supone que los SNPs pueden ser medidos por separado en los cromosomas maternos y paternos.
Este concepto puede aplicarse a muchos SNPs, muchos alelos caracterizados por multiples SNPs, muchos
cromosomas Yy a la tecnologia de genotipado actual, donde los cromosomas maternos y paternos no pueden ser
aislados individualmente antes del genotipado.

Debe prestarse atencion a los puntos de potencial cruce entre los SNPs de interés. El conjunto de alelos de los tres
genes maternos puede describirse como (am1, @, amg) correspondiendo a SNPs (SNP1, SNP2, SNP3). El conjunto de
alelos de los tres genes paternos puede ser descrito como (ap1; @p2, ap3). Consideremos los nddulos de
recombinacion formados en la Figura 1, y supongamos que hay solamente una recombinacion para cada par de
cromatidas recombinantes. El conjunto de gametos que se forman en este proceso tendran alelos genéticos: (ami,
amz2, ap3), (@m1, ap2, ap3), (@p1, @mz, ams), (ap1, @p2, ams). En el caso sin cruces de cromatidas, los gametos tendran
alelos (am1, amz, ams), (ap1, ap2, @p3). EN el caso con dos puntos de cruce en las regiones pertinentes, los gametos
tendran alelos (ami, ap2, ams), (ap1, amz, aps). Estas ocho distintas combinaciones de alelos se referirdn como el
conjunto de alelos hipétesis, para ese progenitor concreto.

La medicion de los alelos del ADN embriénico es tipicamente ruidosa. A efectos de este debate, tomemos un solo
cromosoma del ADN embridnico, y supongamos que procede del progenitor cuya meiosis se ilustra en la Figura 9.
Las mediciones de los alelos en este cromosoma pueden ser descritas en términos de un vector de variables
indicadoras: A = [A1 A2 A3]" donde Al = 1 si el alelo medido en el cromosoma embriénico es ami, Al = -1 si el alelo
medido en el cromosoma embriénico es ap1, y AL = 0 si el alelo medido no es am: ni ap:. En base al conjunto de
alelos hipétesis del progenitor supuesto, se puede crear un conjunto de ocho vectores que correspondan a todos los
posibles gametos descritos mas arriba. Para los alelos descritos mas arriba, esos vectores serian al = [111]", az =
[11-1]"as =[1-11]" as=[1-1 -1]" as = [-111]" a¢ = [-11-1]" a7 = [-1 -1 1]" as = [-1 -1 -1]". En esta altamente
simplificada aplicacion del sistema, los probables alelos del embrién pueden ser determinados realizando un simple
andlisis correlacional entre el conjunto hipotesis y los vectores medidos:

i* =argmaxA'a;, i =1..8

Una vez hallado i*, se selecciona la hipotesis ai* como el conjunto de alelos mas probable en el ADN embridnico.
Este proceso puede repetirse dos veces, con dos distintas suposiciones, a saber, que el cromosoma embriénico
procede de la madre o del padre. Esta suposicion que da la mayor correlacién ATa;* se supondria correcta. En cada
caso se utiliza un de conjunto de alelos hipétesis, basado en las mediciones del ADN respectivo de la madre o del
padre.

Hay que advertir que en una realizacion, los SNPs que eran importantes debido a su asociacion con fenotipos de
enfermedad determinados, pueden ser denominados SNPs asociados a Fenotipo o0 PSNPs. En esta realizacion, se
puede medir un gran nimero de SNPs entre los PSNPs, denominados SNPs no asociados a fenotipo (NSNPs), que
se eligen a priori (por ejemplo, para desarrollar una matriz de genotipado especializada) seleccionando de la base de
datos NCBI dbSNP esos RefSNPs que tienden a diferir sustancialmente entre individuos. Alternativamente, los
NSNPs entre los PSNPs pueden ser elegidos para un par particular de progenitores porque los alelos de los
progenitores son distintos. El uso de los SNPs adicionales entre los PSNPs permite determinar con un mayor nivel
de confianza si se producen cruces entre los PSNPs. Es importante tener en cuenta que, aunque en esta anotacion
se hace referencia a “alelos” distintos, es simplemente por comodidad; los SNPs pueden no estar asociados a genes
gue codifican proteinas.

Un tratamiento mas completo del método de determinacion de alelos

En el ejemplo simplificado que se da mas arriba, a los efectos de ilustracién del concepto, se parte del supuesto de
que los genotipos parentales estan ajustados por fases y son perfectamente conocidos. No obstante, en muchos
casos, este supuesto puede no sostenerse. Por ejemplo, en el contexto de genotipado de embriones durante la IVF,
tipicamente los datos genéticos medidos de los padres no estan limpios ni ajustados por fases, todos los datos
genéticos medidos de esperma del padre son sucios, y los datos genéticos medidos de uno o mas blastémeros,
biopsiados de uno o mas embriones, son también sucios y no ajustados por fases. En teoria, el conocimiento de los
datos genéticos sucios, no ajustados por fases derivados del embrién puede ser utilizado para ajustar por fases y
limpiar los datos genéticos parentales. Ademas, en teoria el conocimiento del genotipo de un embrion puede
utilizarse para ayudar a limpiar y ajustar por fases los datos genéticos de otro embrién. En algunos casos, los datos
genéticos medidos de varios individuos objetivo hermanos pueden ser correctos para un conjunto determinado de
alelos, mientras que los datos genéticos de un progenitor pueden ser incorrectos en esos mismos alelos. En teoria,
el conocimiento de los individuos objetivo puede ser utilizado para limpiar los datos del progenitor.

En algunas realizaciones de la presente divulgacion presentada aqui, se describen métodos que permiten limpiar y
ajustar por fases los datos genéticos parentales utilizando el conocimiento de los datos genéticos del objetivo y otros
individuos relacionados. En algunas realizaciones, se describen métodos que permiten también limpiar y ajustar por
fases los datos genéticos utilizando el conocimiento de los datos genéticos de hermanos. En una realizacion de la
presente divulgacion, los datos genéticos de los padres, del individuo objetivo, y de uno o varios individuos
relacionados, se utilizan como entrada, donde cada parte de los datos genéticos va asociada a una confianza, y el
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conocimiento de las similitudes esperadas entre todos los genotipos es utilizado por un algoritmo que selecciona el
estado genético mas probable de todos individuos relacionados inmediatamente. El resultado de este algoritmo, el
estado genético mas probable de los individuos relacionados, puede incluir los datos de la determinaciéon de alelos
genéticos limpios y ajustados por fase. En algunas realizaciones de la presente divulgacion, puede haber diversos
individuos objetivo, y esos individuos objetivo pueden ser embriones hermanos. En algunas realizaciones de la
presente divulgacion, los métodos divulgados en la siguiente seccidon pueden ser utilizados para determinar la
probabilidad estadistica para una hipotesis alélica, con los apropiados datos genéticos.

En algunas realizaciones de la presente divulgacion, la célula objetivo es un blastémero biopsiado de un embrién en
el contexto del diagnéstico preimplantacién (PGD) durante la fertilizacién in vitro (IVF). En algunas realizaciones, la
célula objetivo puede ser una célula fetal, o ADN fetal extracelular en el contexto del diagnéstico prenatal no
invasivo. Adviértase que este método puede aplicarse igualmente bien a situaciones en otros contextos. En algunas
realizaciones de la presente divulgacion, un dispositivo de célculo, como un ordenador, se utiliza para ejecutar todos
los calculos que implique el método. En una realizacion de la presente divulgacion, el método presentado aqui utiliza
datos genéticos del individuo objetivo, de los padres del individuo objetivo, y posiblemente de uno o mas espermas,
y una o mas células de hermanos para recrear, con gran exactitud, los datos genémicos del embrién, teniendo en
cuenta con precisién los cruces. En una realizacion de la presente divulgacion, el método puede ser utilizado para
recrear datos genéticos para individuos objetivo en cromosomas aneuploides y también euploides. En una
realizacién de la presente divulgacion, se describe un método para determinar los haplotipos de células parentales,
con datos parentales diploides dados, y datos genéticos diploides de uno o mas blastdbmeros u otras células de
hermanos, y posible, pero no necesariamente, una o mas células de esperma del padre.

Descripcion practica de determinacion de alelos

En la siguiente seccion se da una descripcidon de un método de determinacion del estado genético de uno o una
serie de individuos objetivo. La descripcion se realiza en el contexto de la determinacion del genotipo del embrién, en
el contexto de un ciclo de IVF, pero es importante advertir que el método descrito aqui puede aplicarse igualmente
bien en otros contextos, para otros conjuntos de individuos relacionados, por ejemplo, en el contexto del diagndstico
prenatal no invasivo, cuando el individuo objetivo es un feto.

En el contexto de un ciclo de IVF, para un cromosoma particular, los datos resultado de la técnica de genotipado
para n localizaciones de SNP, para objetivos distintos k (embriones o nifios) se obtienen por la técnica de
genotipado. Cada uno de los objetivos puede tener genotipos medidos para una o mas muestras, y las mediciones
pueden hacerse en amplificaciones de una sola célula, o de un pequefio nimero de células. Para cada SNP, cada
medicion de muestra consiste en mediciones de respuesta de canal (X,Y) (intensidad). El canal X mide la potencia
de un alelo (A), y el canal Y mide la potencia del otro alelo (B). Si las mediciones han sido completamente exactas,
en un SNP concreto, un alelo que es AA debe tener intensidades normalizadas (X,Y) (se utilizan unidades
arbitrarias) de (100,0), un alelo que es AB debe tener intensidades de (50,50), y un alelo que es BB debe tener
intensidades de (0,100), y en este caso ideal, seria posible derivar valores de alelos exactos, dadas las intensidades
de canal (X,Y). No obstante, las mediciones de célula Unica objetivo estan tipicamente lejos de ser ideales, y no es
posible determinar, con un alto grado de confianza, el verdadero valor del alelo con las respuestas de canal en bruto.

La determinacion de alelos puede hacerse para cada cromosoma por separado. Este debate se centra en un
cromosoma autosémico concreto con n SNPs. El primer paso es definir la nomenclatura de los datos de entrada. Los
datos de entrada para el algoritmo pueden ser los datos de salida no limpios ni ordenados de ensayos de matriz de
genotipado, pueden ser datos secuenciados, pueden ser datos de genotipo procesados parcial o completamente,
pueden ser datos de genotipo conocidos de un individuo, o puede ser cualquier tipo de datos genéticos. Los datos
pueden ser dispuestos en datos objetivo, datos parentales y gametos de esperma, pero no es necesario. En el
contexto de la IVF, los datos objetivo se referirian a los datos genéticos medidos de blastomeros biopsiados de
embriones, y pueden referirse también a datos genéticos medidos de hermanos nacidos. Los datos de esperma
podrian referirse a datos medidos de un conjunto individual de cromosomas derivados de un progenitor, incluyendo
esperma, cuerpos polares, huevos no fertilizados u otra fuente de materia genética monosémica. Los datos se
disponen aqui en varias categorias para mejor comprension, pero no es necesario.

En esta divulgacion, los datos de entrada van marcados como sigue: D se refiere a un conjunto de datos genéticos
de un individuo. D" = (D™ ,...,.D™) se refiere a los datos genéticos de objetivos distintos k (embriones/nifios), D° =(
D% ,...,DSl) se refiere a los datos de espermas distintos ’&l), 'gDm) se refiere a los datos de la madre, y (DF) se refiere
a los datos del padre. Se puede escribir D = ( D' ,D°%, D", D ). Escrito de otro modo, por SNPs, donde el subindice i
se refiere al SNP i" en el conjunto de datos, D = (D1,.. .,Dy), donde Di = (D";, D%i, D", D).

Para distintos objetivos k, se puede escribir D'i = (D"%,D",...,.D" ). Cada objetivo distinto puede tener mltiples
remuestras; una remuestra se refiere a una lectura de genotipo adicional efectuada en una muestra determinada.
Para el objetivo distinto | se puede escribir D" = (D"2,D"%,....D™j) donde kj = nimero de muestras para el
0t1)JJ'etivo j. Para la remuestra ™ del objetivo j en el SNP i, se observara el conjunto de intensidades de canal
D

,ri:(XTJ,ri’YTj,ri).

Pueden considerarse diversos espermas, y para el SNP i se puede escribir DSi :(D31i ,DSZi,...,DSli) para objetivos
distintos (1). Cada esperma distinto puede tener también miltiples remuestras. Asi, para el esperma distinto jth
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D%i=(D%,D%? i,...,D%%) donde 1j=nimero de remuestras para el esperma j. Para la remuestra r'" del esperma j en
el SNPi, se observara el conjunto de intensidades de canal D"i= (X3"i,Y5"j).

Los datos genéticos de la madre, en el SNP i, son D" =(D™'i ,D"?,...,.D™?%). Los datos genéticos de la madre

pueden tener también ml]ltiﬁles remuestras, y para la remuestra r'™ de la madre en el SNP i, se observara el conjunto
de intensidades de canal D" =(x""i,Y™").

Los datos genéticos del padre, en el SNP i, son D"; =(D™'i ,D"’?i,....D™") Los datos genéticos del padre pueden

tener también mdltiples remuestras, y para la remuestra ™ del padre en el SNP i, se observara el conjunto de
intensidades de canal D"i =(X"™"i,Y™").

Nomenclatura de hipotesis

Para el SNPI, y el objetivo j, la hipétesis consiste en la hipétesis de origen de la madre y del padre; es decir, HYi =
(H",m, H"),donde H", en {1,2}, H"sen {1,2}, cada uno de los cuales denota el haplotipo parental de origen para
cada valor. Para el esperma, hay solamente una hipétesis de origen paterna; es decir, Hi in {1,2}, indicando el
origen paterno (suponiendo un esperma normal).

En general, se puede escribir:
H = (H1...,Hn), donde Hi = (H'i, H%) y H'i = (H" ,H",.. ,H™) y H%i = (H%%,H%% ,...HS", donde H"i= (H",m, H",,9).

En un ejemplo con 3 embriones y 1 esperma, una hipotesis de SNP particular para un segmento de cromosoma
podria ser (M1,P,),(M2,P2),(M2,P1),S1). Hay en total 2%V distintas hipotesis H.

Calculo de la probabilidad del genotipo objetivo P(g\D)
;',f_: = argmax _Pig|D)}

Para SNP i, objetivo j, si se halla P(g\D), el mas probable *se selecciona como la

H G T
< =r (o)

<. Para derivar P(g|D), primero se toma g“,g" como
£ 44,4

determinaciéon de alelos, con confianza
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:4. BB} . o
5.BA.55 1 es 1a hipétesis completa de

i
i
Nowrt’

d‘n ) j .
R
Aqui la probabilidad se ha dividido por las probabilidades locales de datos sobre SNP i, e g

y las probabilidades de los datos en todos los demas SNPs dependen solo de la hipétesis Hi:
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g }’ ‘ﬂ”\'-“»‘ b son frecuencias de alelos parentales ordenados en ese SNP. En particular, si en ese SNP P(A) =
p, P(AA) = p?, P(AB) = P(BA) = p(1-p), P(BB) = (1-p)°. Las frecuencias de alelos de SNP pueden ser calculadas por
separado de grandes muestras de datos genémicos.

P(Hi) es generalmente igual para todas las hipétesis Hi, y en todos los SNPs, excepto que para uno de los SNPs
(esto puede elegirse arbitrariamente; se puede elegir un SNP en el medio, digamos en SNP n/2), la hip6tesis esta
restringida, y se puede determinar el primer objetivo (M1,F1) a efectos de singularidad.

& 3 a5 | =R Y ¥
Flogitag .o 8.7 . - . s .

L8 e i desto 0, dependiendo de la coincidencia del valor del alelo ¢ con uno obtenido por una
.-‘zf“ E?F h{: ' {ﬂ: é},.-xi . L—'}’f, -;3:.51

. .z htd . . .. .. P
combinacion de = * es decir, si definimos = (un valor de alelo definido de forma unica por
los alelos maternos ordenados gM, un alelo paterno ordenado gF, y la hipotesis parental h), luego:
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S M F eI oer WM G F Ty
Pigile®.¢n 5 1 =Hg =alg”. g H )]

L2
T
4

f"' T F M O F ¢

Fidlegl.e”.0

Ahora = * o es la probabilidad de los datos con valores de alelos particulares, puesto que
considerando los progenitores g g y la hipétesis Hi, los valores de alelos para todos los objetivos, espermas y

progenitores se determinan de forma Unica. En particular puede reescribirse como:

F ™ Fm Ty, 8 % R L T e o A
POl e™ o iy — PO 1gl 6™ o" 8] 3P0 16T BT P81 VP (B 1)
Para objetivos:
- 1 b2 T . Ty o T i " i s X4 = s
I,,{ & d 5] £oprd —_ Ty .-t H E_i OO A ' .|2 K FE :
{E}E P AN N A R A PURET A0 D | WYL 2l + - A - F §
Oy TRy
PR gy

Para cada objetivo u,

-

De forma similar para el esperma:

sy o F o of FYSEB o Fun S
ﬂi L:%.’Q HJ} = ﬂ:&‘;{ﬁ:—\ g -"Hi\ }}

D™y 5
Para cada esperma u, L Eg-" es el producto de las probabilidades de todas las remuestras de ese esperma

P(551g) = I1.#{D5*"|g).

Para los progenitores, se pueden multiplicar las probabilidades de las remuestras para cada progenitor:

PLEM g™y =1L PR 6"} P(Of1g™Y =T, P(D]71s")

La parte de la probabilidad P(D|g) que queda por debatir para cada muestra de objetivo, esperma y progenitor, es el
modelo de respuesta de plataforma calculada para esa muestra. Esto se debatira posteriormente.

Probabilidad en los SNPs 1,...,i1

Para Hi todas las posibles hipotesis en SNP i-1

b= 13 il
- z Pi\““‘z,,.,,.,.x—35.-‘:;—i,}F {9'—‘ Eﬁ-if' {ﬁ! E } & ; Rt
o TN - S
i« SR Tl PR R Sl S

PfDi _._“H A

tiene el mismo formato que y puede ser calculado secuencialmente a partir de SNP 1. En

WiHE 1) = P{D, ik}

particular, definir la matriz W' como < donde h es la hipotesis sobre SNP i. Definir la

matriz PD' como

PO g, 1) = PiD

-3 E,E?,, donde g es la hip6tesis sobre SNP i-1. Definir la matriz PC' como

PCi(k.g) = P{glh)

* la probabilidad de transicion entre las hipétesis g a h, yendo de SNP i-1 a i.
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W= POt X (PRI W)

Entonces se puede decir - < con la condicion inicial
Esto puede ser una constante elegida arbitrariamente.

WP = poixpnt.why,

Por tanto, primero hallar , luego we, y asi sucesivamente hasta W'

ol i‘*{ Ht‘—lj PLH, —1"&" } es la probabilidad de transicién dependiendo de la probabilidad de cruce
entre SNPs i-1, i. Es importante recordar que la hip6tesis He (y del mismo modo para Hi.i) consiste en la hipétesis
para todos los objetivos y el esperma Hi = (HTi, H®).

Hipétesis H'i= (H"™,H"™,..,H™ ) son las hipétesis objetivo para los ogetlvos k, donde cada hipotesis obj etlvo esta

compuesta por las hipétesis originales de la madre y el padre H™; = (H", i, H",). La hipétesis H'i= (H™,H"%,...H™) es
la hipétesis original del padre para 1 esperma. Luego
. - og=8

P{E_ |83 =1,P#H ,..rH p;{gbl | ‘;H P{H, 5=k

y donde cp es la probabilidad de cruce entre SNPs i,i-1, y puede ser calculada por separado a partir de datos
HAPMAP.

PO HE o H.o0
o 1} {D E 'ﬁes la probabilidad de los datos sobre SNP i-1, dada esta hipétesis Hi.1, y

puede ser calculada sumando todos los valores de alelos parentales ordenados, similar al desglose descrito
anteriormente.

P{Ez.-lEH"-ij

= Z P} -'_}_% _1-‘_»:-"' ‘;r}_p{ﬂ ’P{(”F

= ‘}7 B(DpL,igV. g™ . BLP(DI 1", BE YP(BY 1™ P{(DL 1eT1Pg™ P (g™)

g g

Probabilidad sobre SNPs j +1,....,n

La derivacion en esta seccion es similar a la anterior, excepto que se parte del otro extremo, es decir, si definimos

VIR L) = H:ﬁ Et{ ‘>donde h es la hipétesis sobre SNP l, tenemos

= pottl o gipz}‘—i T

L
‘x—_..-"'

1y q, = O =3 T
Con la condicién inicial © L& = P{enad@g)
vt = PO X{RDT -

(solo una constante igual para todo, no es importante). Por tanto,

hallar primero ¥ y sucesivamente bajar hasta V'

Calculo de hipotesis P(h\D)

Derivar las hipotesis exactas de objetivo o esperma no es parte integrante de la determinacion de alelos, pero puede
ser muy Util para la comprobacion de resultados y otras aplicaciones. El procedimiento es muy similar a derivar
probabilidades de genotipo, y se esboza aqui. En particular, para SNP i, objetivo j, e hip6tesis h definida como
hipétesis particular para SNP i, objetivo j,

.,,,
i |

PERID) Z PO H = T B(Dy 1 HIP{Duy

Phcalt SRS ‘!-

HP{DHIPED

a0 =8 g Y=n
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Donde todas las partes son derivadas como se describe en otra parte de este documento.

Célculo del genotipo parental P(g\D)

La derivacion del genotipo parental exacto no es parte integrante de la determinacion de alelos, pero puede ser muy
util para la comprobacién de resultados y otras aplicaciones. El procedimiento es muy similar a derlvar
probabilidades de genotipo, y es esbozado aqui. En particular, para SNP i, objetivo j, tomemos genotipo materno g

PEQ'H EB}“ T FiD hr“g‘x: g

H:.z
= r {Dy oalHP{D .y |8 )P(DH, g% " PR} P(g™ 1P (g")
$ P, bl o TR 2 B b Nl . S
Hig

donde todas las partes son derivadas como se describe en otro lugar en este documento.
Calculo del modelo de respuesta de plataforma P(DT\g)

El modelo de respuesta puede derivarse por separado para cada muestra y cada cromosoma. El objetivo es calcular
P((X,Y)|g) donde g = AA, AB, BB.

Primero hacer discreto el rango de la respuesta de intensidad X, Y en T bins BX,BY, derivado como T percentiles
espaciados igualmente de datos sobre canales respectivos (T<=20). Entonces se puede calcular P((X,Y)|g) como
c'u I.e‘-‘ 3“‘_ 3{; f:’if;‘ <"_} )
{\ ’t Q{\ ¢ €&.Y € "donde P B 81 o caleula a partir de los
datos. En una reahzamon, Ios datos pueden proceder de datos resultado de una matriz de genotipado de SNP
lllumina y/o datos secuenciados, que tienen distintos modelos. En otras realizaciones, los datos pueden proceder de
otras matrices de genotipado, de otros métodos de secuenciacion u otras fuentes de datos genéticos.

Modelo para datos Illlumina

A partir de datos parentales calcular el genotipo materno GY, el genotipo paterno GF y derivar la frecuencia parental

"ﬂ ]
de la muestra * Ld = Q"‘ < para gm,gf = AA,AB,BB.

P{g i ‘:’ 1=3 ;P-’T wLgfi* f{gm gf)

Calcular la frecuencia de alelos: W Lamar £0 E h&s S WFHL G0 Definir ™ como el
subconjunto de SNPs de los datos objetivo S para el contexto parental AA|AA, es decir, sM = {SIG" = AA, G" AA}
y sP como el subconjunto de SNPs de los datos objetivo S para el contexto parental BB|BB es decir, SBB = {S|G

BB, G = BB. El valor de alelos de SNPs en S* ha de ser AA, y de forma similar BB para SPB

Calculo conjunto

Definir f J°im(bx,by,AA) como la frecuencia de intensidades de la muestra de bin conjunto en S™. Esto es una
estimacion de P((X,Y)|AA).

Definir f J°im(bx,by,BB) como la frecuencia de intensidades de la muestra de bin conjunto en SP8. Esto es una
estimacion de P((X,Y)|BB).

Definir f J"’""(bx,by,;) como la frecuencia de intensidades de la muestra de bin conjunto en S. Esto es una estimacion
de P((X,Y)).

gy — TOSTHYEER L v iR . n i T
Se sabe que D,{{’E. B ) 124(({- A }1,1 %‘_} # b{\a‘-}
- Pliyvy U iaa - D RR IR LY R

P{X,YiaB)=— - .
por lo que podriamos escribir L-PLASI-F{ 85}
y es posible calcular P((X,Y)|AB) como sigue:

SreEnd s -7 RN L 1 P S = 22 o
Finintpg ﬁ? ADY — F LF B ebd - FraanFe (B B SR FIEE Y F (Bl o BE G
Frh, b, ABY =

Ahora las funciones f°™ (bx,by,g) son una posible estimaciéon de P ((X,Y)|g).
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Calculo marginal

Definir f ™9™, : g) como la frecuencia de bin marginal de las intensidades de canal X en S? para g=AA,BB. Esto
es una estimacion de P(X|g).

Definir f29"¥(: by,g) como la frecuencia de bin marginal de las intensidades de canal Y en S9, para g=AA,BB. Esto es
una estimacioén de P(Y|g).

Si se supone que las respuestas de canal son independientes (y pueden no serlo), para g=AA,BB, se podria escribir:

-

-
K

Ahora la funcién ™9™ (b, by,g) es otra posible estimacion de P((X,Y)|g).

Célculos combinados

En algunas realizaciones, por ejemplo, cuando f*™ esta demasiado controlado por los datos, y f™%" es demasiado
suave, es decir, no teniendo en cuenta la dependencia del canal, es posible utilizar el calculo combinado, juntando
esos dos para dar:
N oaorT W L OmErging! o

of i S S S L A A ST I O S, P h 2 :
f{* s S HF TR _{‘g}_}}., Cor 3T 44 *—3 * 3 LR STY r;l'-?_}:

para c = 0,5 (una constante arbitraria).
Modelo para datos secuenciales

Los datos secuenciales son distintos a los datos derivados de matrices de genotipado. Cada SNP se da por
separado, junto con diversas localizaciones en torno a ese SNP (tipicamente mas o menos 400-500), por intensidad
para los cuatro canales A,C,T,G. Los datos secuenciales incluyen también la determinacién “salvaje” de homocigoto
para todas esas localizaciones. Tipicamente, la mayoria de las localizaciones no SNP son homocigotos y
corresponden al valor de alelos de la determinacion salvaje. En una realizacién es posible suponer que, para
localizaciones no SNP, esa determinacion salvaje es la “cierta”.

Determinar datos de intensidad no SNP, “datos de localizacion” se pueden utilizar para ayudar a crear el modelo de
respuesta Los datos de localizacién tienen el formato LD =(LD1,.. .,.LDy) para n localizaciones, donde LDi=(L",L5i,
L"i, LG|) A,C,T,G intensidades en la localizacion i. Correspondlente a los datos de determinacion salvaje es WD =
(Wq,...,W,), donde Wi es uno de ACTG Idealmente, si un alelo concreto, digamos C, esta presente en la
localizacion i, el valor de intensidad LS deberia ser elevado. Si el valor del alelo no esta presente, su intensidad
deberia ser muy baja, idealmente 0. Asi, por ejemplo para TT, se puede esperar tener intensidades para (A, T, C, G)
= (baja, alta, baja, baja) = (no, si, no, no). Para AT, cabria esperar tener (alta, alta, baja, baja) = (si, si, no, no).

of T :
Teniendo esto en cuenta, es posible # {.*z-?:t*-’ &3'\‘*’;1‘4.} j ¥ N ":'s{»‘“ 47 (sien A, no en B)
&y, B ",,—’ib =¥D{b, 3« ¥D{k}, (sien A, sienB)

£{
'y & BEY= ND{B Y= VD{}

f{‘ we by BB ) = NDUS, )2 VDB, (noen A, sienB)

donde YD(b) es el “si/presente” y ND(b) es el “no/ausente” una distribucion de bin discreta dimensional derivada de

los datos. YD puede ser derivado de los datos en el conjunto Y = {todas las intensidades de canal especificadas por

determinacion salvaje}. ND puede ser derivado de los datos en el conjunto N = {todas las intensidades de canal NO

especificadas por determinacion salvaje}. Por ejemplo, si los datos de intensidad en una localizacién particular son

(1a, 1c, 1t, 1g) y la determinacion salvaje es T, esto ird hacia el conjunto Y, y 1a, 1c, 1g ird hacia el conjunto N.

Si se supone independencia de canal e idéntica distribucién (modelo I.1.D.), las distribuciones YD, ND son solo
frecuencia de muestra simple de datos en el conjunto Y y el N respectivamente.

No obstante, los cuatro canales pueden ser subamplificados o sobreamplificados, y en consecuencia no son
independientes. En una realizacion, es posible crear un canal dependiente y distribucion idéntica (modelo D.I1.D.),
escalando la intensidad por intensidad de canal maxima en esa localizacion y aplicando el modelo 1.1.D.

Resultados

En esta seccion se comentan los resultados de este método de determinacion de alelos, aplicada a datos reales,
trabajando con un conjunto de datos genéticos medidos de individuos relacionados. Los datos de entrada
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consistieron en el resultado en bruto de una matriz de genotipado lllumina Infmium. Los datos incluian 22
cromosomas, de 1000 SNP cada uno, para un conjunto de individuos relacionados, incluyendo:

2 nifios (con 2 muestras por nifio),
3 embriones (2 muestras por embrién),
ambos progenitores (la madre y el padre, 2 muestras genémicas por cada progenitor)
3 espermas (1 muestra de cada uno)
Resultado de la determinacion de objetivo

La tasa global de aciertos dada para nifios, donde las mediciones genémicas efectuadas en 30 muestras de masa
de tejido fueron consideradas “ciertas”, fue del 98,55%. La tasa de aciertos vari6 para los distintos contextos, y se
muestra en la siguiente tabla:

(m1m2]f1f2) Tasa deDesviacion estandar
aciertos

AA[AA 0,9963 0 =0,1822
IAA|AB 0,9363 o =0,0933
IAA|BB 0,9995 o0 =0,0365
IAB|AA 0,9665 o = 0,0956
IAB|AB 0,9609 0=0,1313
AB|AA 0,9635 0 =0,1013
BBJ|AA 0,9980 o =0,0337
BB|AB 0,9940 o =0,1088
BB|BB 0,9983 0=0,2112

La tasa de aciertos varié por cromosomas, y oscilé de aproximadamente el 99,5% a aproximadamente el 96,4%. Los
cromosomas 16, 19 y 22 estuvieron por debajo de aproximadamente el 98%. Obsérvese que las tasas de acierto
para los SNPs derivados del padre fueron de aproximadamente el 99,82%, y las tasas de acierto para las SNPs
derivados de la madre fueron de aproximadamente el 93,75%. Las mejores tasas de acierto para los SNPs
derivados del padre se deben al mejor ajuste por fases del padre, gracias a los datos genéticos ajustados por fases
disponibles por genotipado de esperma.

La tasa de aciertos por bin de confianza se refiere a la tasa de aciertos para el conjunto de determinaciones de
alelos de las que se espera que tengan un intervalo de confianza determinado. La tasa de aciertos global para todos
los datos fue aproximadamente una tasa de aciertos del 98,55%. La tasa de aciertos para las determinaciones de
alelos de las que se esperaba que tuvieran confianzas superiores a aproximadamente 90%, lo que corresponde a
aproximadamente el 96,2% de todas las determinaciones de alelos realizadas, fue del 99,63%. La tasa de aciertos
para todas las determinaciones de alelos para las que se esperaba que tuvieran confianzas superiores a
aproximadamente el 99%, lo que corresponde a aproximadamente el 90,37% de los datos, fue aproximadamente el
99,9%. Las tasas de aciertos para bins de confianza individuales indican que las confianzas previstas son muy
exactas, dentro de los limites de la significacion estadistica. Por ejemplo, para las determinaciones de alelos con
confianzas previstas de entre aproximadamente el 80% y aproximadamente el 90% la tasa de aciertos real fue
aproximadamente el 85,0%. Para las determinaciones de alelos con confianzas esperadas de aproximadamente el
70% al 80%, la tasa de aciertos real fue de aproximadamente el 76,2%. Para las determinaciones de alelos con
confianzas previstas de entre aproximadamente el 96% y 97%, la tasa de aciertos real fue de aproximadamente el
96,3%. Para las determinaciones de alelos con confianzas previstas de entre aproximadamente el 94% y 95%, la
tasa de aciertos real fue de aproximadamente el 93,9%. Para las determinaciones de alelos con confianzas previstas
de entre aproximadamente el 99,1% y 99,2%, la tasa de aciertos real fue aproximadamente el 99,4%. Para las
determinaciones de alelos con confianzas previstas de entre aproximadamente el 99,8% y 99,9%, la tasa de aciertos
real fue de aproximadamente el 99,7%. Las Figuras 10A y 10B vy las Figuras 11A y 11B presentan representaciones
graficas de tasas de aciertos de objetivo realizadas, con barras de confianza, frente a tasa de aciertos prevista por
confianza. La Figura 10A representa graficamente la tasa de aciertos real frente a la confianza prevista para bins de
una anchura de tres y un tercio porcentual, y la Figura 11A representa graficamente la tasa de aciertos real frente a
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la confianza prevista para bins de una anchura de una mitad porcentual. La linea diagonal representa el caso ideal
donde la tasa de aciertos real es igual a la confianza prevista. La Figura 10B muestra la poblacion relativa de los
diversos bins de la Figura 10A, y la Figura 11B muestra la poblacion relativa de los diversos bins de la Figura 11A.
Los bins con una poblacién o frecuencia mayores se espera que presenten una desviacion menor.

Como control, se llevd a cabo el mismo experimento, pero utilizando mediciones gendmicas tomadas de datos en
bloque, en lugar de mediciones de una sola célula, como los datos genéticos objetivo medidos. En este caso, la tasa
global de aciertos fue de aproximadamente el 99,88%.

Probabilidad de hip6tesis con cruces

El método descrito aqui puede determinar también si se ha producido un cruce en la formacién de los embriones.
Dado que la exactitud de las determinaciones de alelos depende de conocer la identidad de los alelos vecinos,
cabria esperar que en determinaciones de alelos cerca de un cruce, donde los alelos vecinos pueden no ser del
mismo haplotipo, la confianza de esas determinaciones puede descender. Esto puede verse en las Figuras 12A-12B.
La Figura 12A muestra la representacion gréfica de la confianza de alelos promediada sobre los SNPs vecinos para
un cromosoma tipico. Se representan dos conjuntos distintos de datos, E5 y ESGEN, obtenidos del mismo individuo
objetivo, pero utilizando métodos distintos. Una brusca caida en la confianza en torno a una regién determinada de
un cromosoma indica que se ha producido un cruce en la localizacién durante la meiosis que dio origen al individuo
objetivo. La Figura 12B muestra una representacion en linea del cromosoma, con una estrella indicando la
localizacién en que la hip6tesis de ploidia ha determinado que se produjo un cruce. En la Figura 12B, es posible
observar dos cruces, un cruce en el homoélogo materno en torno a SNP 350, y un cruce en el homologo paterno en
torno a SNP 820. La linea marcada “E5” se di6 cuando el método se aplica en datos objetivo de una sola célula, y la
linea marcada “E5GEN” se di6 cuando el método se aplicé a datos gendmicos medidos en masa de tejido. El hecho
de que las lineas sean similares indica que el método reconstruye con precision los datos genéticos del objetivo de
una sola célula, especificamente, la localizacion del cruce.

Variar el nimero y las confianzas de los datos de entrada

En una realizacion de la presente divulgacion, es posible utilizar datos gendmicos de la madre y del padre, y datos
genéticos de una sola célula medidos de los blastomeros y el esperma. En otra realizacion de la presente
divulgacion, es posible también utilizar datos gendmicos de un nifio nacido de los mismos padres, como informacion
adicional para ayudar a incrementar la precision de la determinacion de la informacion genética del objetivo de una
sola célula. En un experimento, se utilizaron los datos genémicos de ambos progenitores, junto con las mediciones
genéticas de una sola célula de 2 células objetivo de embrién, y la tasa media de aciertos en el objetivo fue de
aproximadamente el 95%. Se llevd a cabo un experimento similar utilizando los datos gendémicos de ambos
progenitores, los datos gendmicos de un hermano, y la informacion genética de objetivo de una sola célula
procedente de una célula, y la precision afiadida de los datos genéticos de hermanos incremento la tasa de aciertos
en la célula objetivo a aproximadamente el 99%.

En otra realizacion de la presente divulgacion, es posible utilizar los datos genéticos de cero, uno, dos, tres, cuatro o
cinco o mas espermas como entrada para el método. En algunas realizaciones de la presente divulgacion es posible
utilizar los datos genéticos de uno, dos, tres, cuatro, cinco 0 mas de cinco embriones hermanos como entrada para
el método. En general, cuanto mayor es el numero de entradas, mayor es la precision de las determinaciones de
alelos objetivo. También cuanto mayor es la precision de las mediciones de las entradas, tanto mayor es la precision
de las determinaciones de alelos objetivo.

Se llevo a cabo otro experimento con distintos conjuntos de entradas de blastbmeros y esperma, en la forma de
mediciones de blastomeros de una sola célula, y mediciones de esperma de una sola célula. La siguiente tabla
muestra que cuanto mayor es el numero de entradas, tanto mayor es la tasa de aciertos de alelos y la tasa de
aciertos de hipdtesis en el objetivo. Adviértase que “num. espermas” indica el nimero de espermas utilizado en la
determinacién; “nim. emb” corresponde al numero total de embriones hermanos usados en la determinacion,
incluyendo el objetivo; BK28 es un conjunto de datos particular.

BK28 tasa de aciertos de alelos (%)

nam. espermas
num. emb [0 1 2 3
3 93,46 95.18 95,18 95,69 95,86
4 95,06 96.13 [96,13 96,59 96,75
5 95,93 96.67 96,67 97,00 97,15

BK28 tasa de aciertos hipotesis (%)

nam. espermas
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nim. emb |0 1 2 3

3 98,49 99.72 (99,73 99,73 99,74
4 99,70 99.72 (99,72 99,73 99,73
5 99,64 99.65 (99,65 99,52 99,68

Amplificacién de ADN gendémico

La amplificacion del genoma se puede lograr por multiples métodos, incluyendo: PCR (LM-PCR) mediada por
ligacién, cebador de oligonucleétido degenerado PCR (DOP-PCR), y amplificacion de desplazamiento mdltiple
(MDA). De los tres métodos, DOP-PCR produce de forma fiable grandes cantidades de ADN a partir de pequefias
cantidades de ADN, incluyendo copias individuales de cromosomas; este método puede ser el mas apropiado para
el genotipado de datos diploides parentales, donde la fidelidad de los datos es critica. MDA es el método mas rapido,
produciendo una amplificacion de cien veces de ADN en unas pocas horas; este método puede ser el mas apropiado
para genotipar células embridnicas, o en otras situaciones donde el tiempo es esencial.

La amplificacion de fondo es un problema en cada uno de esos métodos, dado que cada método amplificaria
potencialmente contaminando el ADN. Cantidades muy pequefias de contaminacién pueden envenenar
irreversiblemente el ensayo y dar datos falsos. Por tanto, es critico utilizar entornos de laboratorio limpios, donde los
flujos pre y post amplificacion estén completamente separados fisicamente. Flujos de amplificacion de ADN limpios y
libres de contaminacién son ahora rutinarios en la biologia molecular industrial, y simplemente requiere prestar
mucha atencion al detalle.

Ensayo de genotipado e hibridacion

El genotipado del ADN amplificado puede hacerse por muchos métodos, incluyendo sondas de inversion molecular
(MIPs) como Genflex Tag Array de Affymetrix, microarrays como la matriz Affymetrix's 500K o las matrices lllumina
Bead Arrays, o ensayos de genotipado de SNP tales como el ensayo AppliedBioscience’s TagMan. Todos estos son
ejemplos de técnicas de genotipado. La matriz The Affymetrix 500K, MIPs/GenFlex, TagMan y el ensayo lllumina
requieren todos cantidades de microgramos de ADN, por lo que el genotipado de una sola célula con cualquier flujo
de trabajo requiere algun tipo de amplificacion.

En el contexto del diagndstico preimplantacion durante la IVF (Fertilizacion in vitro), son significativas las limitaciones
de tiempo inherentes, y los métodos que se pueden desarrollar en un dia pueden proporcionar una ventaja clara. El
protocolo estandar del ensayo MIPs es un proceso de tiempo relativamente intensivo que se tarda en completar
tipicamente de 2,5 a 3 dias. Los ensayos de matrices 500K y el lllumina tienen un tiempo de aplicacion relativamente
mas rapido: aproximadamente de 1,5 a 2 dias para generar datos altamente fiables en el protocolo estandar. Estos
dos métodos son optimizables, y se calcula que el tiempo de aplicacion para el ensayo de genotipado para la matriz
500k y/o el ensayo lllumina podria reducirse a menos de 24 horas. Aln es mas rapido en el ensayo TagMan que
puede completarse en 3 horas. Para todos estos métodos, la reduccion del tiempo del ensayo puede tener como
resultado una reduccion en la calidad de los métodos, no obstante, esto es exactamente de lo que trata la presente
divulgacion.

Naturalmente, en situaciones donde la medida del tiempo es critica, como genotipar un blastémero durante la IVF,
los ensayos mas rapidos tienen una clara ventaja sobre los ensayos mas lentos, mientras que en los casos en los
que no hay tanta presién de tiempo, como cuando en el fenotipado del ADN parental antes de la IVF se ha iniciado,
otros factores predominaran en la eleccion del método apropiado. Cualquier técnica que se desarrolle hasta el punto
de permitir un alto rendimiento de genotipado suficientemente rapido podria ser utilizada en el genotipado de
material genético para su uso con este método.

Métodos para la simultanea amplificacion de locus objetivo y amplificacion de genoma completo

Durante la amplificacion de genoma completo de pequefias cantidades de material genético, por ligacion mediada
PCR (LM-PCR), amplificacion de desplazamiento multiple (MDA), o se producen otros métodos, pérdidas de loci de
forma aleatoria e inevitable. Con frecuencia es deseable amplificar el genoma completo no especificamente, pero
garantizar que un locus particular se amplifica con mayor exactitud. Es posible realizar simultdneamente la
focalizacién de locus y la amplificacion de genoma completo.

En una realizacion, es posible combinar la reaccion especifica de cadena de polimerasa (PCR) para amplificar loci
particulares de interés, con cualquier método de amplificacion de genoma completo generalizado. Esto puede incluir,
entre otros, preamplificacion de loci particulares antes de la amplificacion generalizada por MDA o LM-PCR, la
adicion de cebadores PCR especificos a cebadores universales en el paso PCR de LM-PCR, y la adicion de
cebadores PCR especificos para cebadores degenerados en MDA.

Respuesta de plataforma

Hay muchos métodos que pueden utilizarse para medir datos genéticos. Ninguno de los métodos conocidos
actualmente en la técnica es capaz de medir los datos genéticos con una precisién del 100%, sino que mas bien hay
siempre errores, 0 sesgos estadisticos en los datos. Puede esperarse que el método de medicién presente ciertos
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sesgos previsibles estadisticamente en la medicién. Cabe esperar que determinados conjuntos de ADN,
amplificados por ciertos métodos, y medidos con ciertas técnicas, puedan proporcionar mediciones que son distintas
cualitativa y cuantitativamente de otros conjuntos de ADN, amplificados por otros métodos, y/o medidos con distintas
técnicas. En algunos casos esos errores pueden ser debidos al método de medicién. En algunos casos este error
puede deberse al estado del ADN. En algunos casos este sesgo puede ser debido a la tendencia de algunos tipos
de ADN a responder de forma distinta a un método de mediciéon genética determinado. En algunos casos, las
mediciones pueden diferir de formas que se correlacionan con el nimero de células utilizadas. En algunos casos, las
mediciones pueden diferir en base a la técnica de medicién, por ejemplo, qué técnica de secuenciacion o técnica de
genotipado de matriz se usa. En algunos casos, distintos cromosomas pueden amplificarse en distinta medida. En
algunos casos, cierto alelo puede ser mas o0 menos probable que se amplifiquen. En algunos casos, el error, sesgo o
respuesta diferencial pueden ser debidos a una combinacién de factores. En muchos o todos estos casos, la
previsibilidad estadistica de estas diferencias de medicion, denominada la “respuesta de plataforma”, puede ser
utilizada para corregir esos factores, y puede dar datos con una precision maximizada, y en los que cada medicion
va asociada a una confianza apropiada.

La respuesta de plataforma puede ser descrita como una caracterizacibn matematica de las caracteristicas de
entrada/salida de una plataforma de medicidn genética, como Tagman o Infinium. La entrada al canal es el material
genético amplificado con cualquier material genético recocido marcado con fluorescente. La salida del canal podrian
ser determinaciones de alelos (cualitativas) o mediciones numéricas en bruto (cuantitativas), dependiendo del
contexto. Por ejemplo, en el caso en que la salida numérica en bruto de la plataforma se reduce a determinaciones
de genotipo cualitativas, la respuesta de plataforma puede ser una matriz de transicién errbnea que describe la
probabilidad condicional de ver una determinacion particular de genotipo de salida, dada una entrada particular de
genotipo verdadero. En una realizacion, en la que la salida de la plataforma se deja como mediciones numéricas en
bruto, la respuesta de plataforma puede ser una funcién de densidad de probabilidad condicional que describe la
probabilidad de las salidas numéricas dada una entrada de genotipo verdadero particular.

En algunas realizaciones de la presente divulgacion, el conocimiento de la respuesta de plataforma puede ser
utilizado para corregir estadisticamente el sesgo. En algunas realizaciones de la presente divulgacion, el
conocimiento de la respuesta de plataforma puede ser utilizado para incrementar la precision de los datos genéticos.
Esto puede hacerse realizando una operacién estadistica sobre los datos, que actia de forma opuesta a la
tendencia al sesgo del proceso de medicion. Puede incluir atribuir la confianza apropiada a un dato determinado, de
forma que al combinarlo con otros datos, la hip6tesis considerada la mas probable es la de mayor probabilidad de
corresponder al estado genético real del individuo en cuestion.

Otras notas

Como se ha indicado previamente, considerando el beneficio de esta divulgacion, hay mas realizaciones que pueden
implementar uno o mas de los sistemas, métodos y caracteristicas divulgados aqui.

En algunas realizaciones de la presente divulgacion, se puede utilizar un método estadistico para eliminar el sesgo
en los datos debido a la tendencia de los alelos maternos a amplificarse de forma desproporcionada respecto a los
otros alelos. En algunas realizaciones de la presente divulgacion, se puede utilizar un método estadistico para
eliminar el sesgo en los datos debido a la tendencia de los alelos paternos a amplificarse de forma desproporcionada
respecto a los otros alelos. En algunas realizaciones de la presente divulgacion, se puede utilizar un método
estadistico para eliminar el sesgo en los datos debido a la tendencia de determinadas sondas a amplificar
determinados SNPs de forma desproporcionada respecto a otros SNPs.

Imaginemos el espacio bidimensional donde la coordenada x es la intensidad del canal x, y la coordenada y es la
intensidad del canal y. En este espacio, cabe esperar que las medias de contexto estarian en la linea definida por las
medias de los contextos BB|BB and AA|AA. En algunos casos, puede observarse que las medias promediadas de
los contextos no estan en esta linea, sino que estan sesgadas de forma estadistica; esto puede ser denominado
“sesgo fuera de linea”. En algunas realizaciones de la presente divulgacion, se puede utilizar un método estadistico
para corregir el sesgo fuera de linea en los datos.

En algunos casos, los puntos extendidos en la representacion gréfica de las medias de contexto podrian ser
causados por translocacion. Si se produce una translocacion, se podria esperar ver anormalidades solo en los
extremos del cromosoma. Por tanto, si el cromosoma se divide en segmentos, y las representaciones graficas de la
media de contextos de cada segmento se representan, esos segmentos que se encuentran ahi de una translocacion
puede esperarse que respondan como una trisomia 0 monosomia verdaderas, mientras que los segmentos
restantes parecen disdmicos. En algunas realizaciones de la presente divulgacion, se puede utilizar un método
estadistico para determinar si se ha producido translocacién en un cromosoma concreto considerando las medias de
contexto de distintos segmentos del cromosoma.

En algunos casos, puede ser deseable incluir un amplio nimero de individuos relacionados en el célculo para
determinar el estado genético mas probable de un objetivo. En algunos casos, aplicar el algoritmo con todos los
individuos relacionados deseados puede no ser factible debido a limitaciones de potencia de calculo o tiempo. La
potencia de calculo necesaria para calcular los valores de alelos méas probables para el objetivo aumenta
exponencialmente con el nimero de espermas, blastbmeros y otros genotipos de entrada de individuos
relacionados. En una realizacion, estos problemas pueden superarse utilizando un método denominado “subsetting”
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(subconjuntos), donde los calculos pueden dividirse en conjuntos menores, realizarlos por separado y luego
combinarlos. En una realizacion de la presente divulgacion, se pueden tener los datos genéticos de los progenitores
junto con los de diez embriones y diez espermas. En esta realizacion, se podrian aplicar varios subalgoritmos
menores con, por ejemplo, tres embriones y tres espermas, y luego combinar los resultados. En una realizacion, el
namero de embriones hermanos utilizados en la determinacién puede ser de uno a tres, de tres a cinco, de cinco a
diez, de diez a veinte, 0 mas de veinte. En una realizacién el nimero de espermas cuyo contenido genético es
conocido puede ser de uno a tres, de tres a cinco, de cinco a diez, de diez a veinte, 0 mas de veinte. En una
realizacién cada cromosoma puede ser dividido en de dos a cinco, de cinco a diez, de diez a veinte, 0 mas de veinte
subconjuntos.

En una realizacién de la presente divulgacién, cualquiera de los métodos descritos aqui puede ser modificado para
permitir que objetivos multiples deriven del mismo individuo objetivo. Esto puede mejorar la exactitud del modelo, ya
gue mediciones genéticas multiples pueden proporcionar mas datos con los que se puede determinar el genotipo
objetivo. En métodos previos, un conjunto de datos genéticos objetivo sirvi6 como los datos primarios que se
comunicaron, y los otros sirvieron como datos para la doble comprobacién de los datos genéticos objetivo primarios.
Esta realizacion de la presente divulgacién es una mejora sobre los métodos previos porque diversos conjuntos de
datos genéticos, cada uno de ellos medido de material genético tomado del individuo objetivo, se consideran en
paralelo, y asi ambos conjuntos de datos genéticos objetivo sirven para ayudar a determinar qué secciéon de los
datos genéticos parentales, medidos con alta precision, compone el genoma embridnico. En una realizacion de la
presente divulgacion, el individuo objetivo es un embrién, y las distintas mediciones de genotipo se efectian en
diversos blastomeros biopsiados. En otra realizacion, se podrian utilizar también multiples blastomeros de distintos
embriones, del mismo embridn, células de nifios nacidos o una combinacion de lo anterior.

En algunas realizaciones de la presente divulgacion, los métodos descritos aqui pueden usarse para determinar el
estado genético de un feto en desarrollo prenatalmente y de forma no invasiva. La fuente del material genético a
usar en la determinacion del estado genético del feto pueden ser células fetales, como glébulos rojos nucleados
fetales, aislados de la sangre materna. El método puede implicar obtener una muestra de sangre de la madre
gestante. El método puede incluir aislar un glébulo rojo fetal utilizando técnicas visuales, basadas en la idea de que
una determinada combinacién de colores va asociada exclusivamente a un glébulo rojo nucleado, y una combinacién
similar de colores no va asociada a ninguna otra célula presente en la sangre materna. La combinacion de colores
asociada a los glébulos rojos nucleados puede incluir el color rojo de la hemoglobina en torno al nicleo, color que
puede potenciarse por tincién, y el color del material nuclear puede tefiirse, por ejemplo, azul. Aislando las células de
la sangre materna y extendiéndolas sobre una placa, y luego identificando los puntos en los que se ve tanto el rojo
(de la hemoglobina) como el azul (del material nuclear) se puede identificar la localizacién de glébulos rojos
nucleados. Entonces se pueden extraer esos globulos rojos nucleados utilizando un micromanipulador, y usar
técnicas de genotipado y/o secuenciacion para medir aspectos del genotipo del material genético en esas células.
En una realizacion de la presente divulgacion, se puede utilizar entonces una técnica basada en la informatica, como
las descritas en esta divulgacion, para determinar si las células son o no realmente de origen fetal.

En una realizacion de la presente divulgacion, se puede utilizar entonces una técnica basada en la informética como
las descritas en esta divulgaciéon para determinar el estado de ploidia de uno de un conjunto de cromosomas en
esas células. En una realizacidon de la presente divulgacion se puede utilizar entonces una técnica basada en la
informatica como las descritas en esta divulgacion, para determinar el estado genético de las células. Aplicada a los
datos genéticos de la célula, PARENTAL SUPPORT™ podria indicar si un glébulo rojo nucleado es de origen fetal o
materno, identificando si la célula contiene un cromosoma de la madre y uno del padre, o dos cromosomas de la
madre.

En una realizacion, se puede tefiir el glébulo rojo nucleado con una tinciébn que solo resulte fluorescente en
presencia de hemoglobina fetal y no de hemoglobina materna, y asi eliminar la ambigiiedad respecto a si un glébulo
rojo deriva de la madre o del feto. Algunas realizaciones de la presente divulgacion pueden implicar la tincion o
marcar de otra forma el material nuclear. Algunas realizaciones de la presente divulgacion pueden implicar marcar
especificamente material nuclear fetal utilizando anticuerpos especificos de célula fetal. Algunas realizaciones de la
presente divulgacion pueden incluir aislar, mediante diversos métodos posibles, una o varias células, algunas o
todas ellas de origen fetal. Algunas realizaciones de la presente divulgacion pueden incluir amplificar el ADN en esas
células, y utilizar un microarray de genotipado de alto rendimiento, como la matriz lllumina Infmium, para genotipar el
ADN amplificado. Algunas realizaciones de la presente divulgacion pueden incluir utilizar el ADN parental medido o
conocido para inferir los datos genéticos mas precisos del feto. En algunas realizaciones, se puede asociar una
confianza a la determinacion de uno o mas alelos, o al estado de ploidia del feto. Algunas realizaciones de la
presente divulgacion pueden implicar tefiir el glébulo rojo nucleado con una tincién que solo resulta fluorescente en
presencia de hemoglobina fetal y no de hemoglobina materna, y asi eliminar la ambigtedad sobre si un glébulo rojo
nucleado deriva de la madre o del feto.

Hay muchas otras formas de aislar las células fetales de la sangre materna, o ADN fetal de sangre materna, o
enriquecer muestras de material genético fetal en presencia de material genético materno. Algunos de esos métodos
se mencionan aqui, pero no se pretende que la lista sea exhaustiva. Se mencionan aqui a efectos de comodidad
algunas técnicas apropiadas: utilizar anticuerpos marcados con fluorescencia o de otro modo, cromotografia de
exclusiéon de tamafio, etiquetas de afinidad marcadas magnéticamente o de otro modo, diferencias epigenéticas,
como metilacién diferencial entre las células maternas y fetales en alelos especificos, centrifugacion de gradiente de
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densidad seguido de reduccion CD45/14 y seleccion CD71-positiva de células CD45/14 negativas, gradientes de
Percoll individuales o dobles con distintas osmolaridades, o el método de la lectina especifica de galactosa.

Una realizacion de la presente divulgacion podria ser como sigue: una mujer gestante quiere saber si su feto tiene el
Sindrome de Down, y si tendra fibrosis quistica. Un médico extrae su sangre, y tifie la hemoglobina con un marcador
de forma que aparezca claramente roja, y tifie el material nuclear con otro marcador para que resulte claramente
azul. Sabiendo que los glébulos rojos maternos son tipicamente anucleares, mientras que una elevada proporcion de
células fetales contienen un nucleo, puede aislar visualmente un ndmero de glébulos rojos nucleados identificando
las células que presentan un color tanto rojo como azul. El médico recoge esas células de la placa con un
micromanipulador y las envia a un laboratorio para que amplifique y genotipe diez células individuales. Viendo las
mediciones genéticas, el PARENTAL SUPPORT™ puede determinar que seis de las diez células son de sangre
materna, y cuatro de ellas son células fetales. Si un nifio ha nacido ya de una madre gestante, se puede utilizar
también PARENTAL SUPPORT™ para determinar que la célula fetal es distinta de las células del nifio que ha
nacido realizando determinaciones de alelos fiables sobre las células fetales y mostrando que son distintas de las del
nifio nacido. Los datos genéticos medidos de las células fetales son de muy mala calidad, y contienen muchas
pérdidas de alelos, debido a la dificultad en el genotipado de células individuales. El médico puede utilizar el ADN
fetal medido junto con las mediciones de ADN fiables de los padres para inferir el genoma del feto con gran precision
utilizando Parental Support. El médico puede determinar tanto el estado de ploidia del feto, como la presencia o
ausencia de varios genes de interés vinculados a enfermedad.

En algunas realizaciones de la presente divulgacion, se pueden cambiar diversos parametros sin alterar la esencia
de la presente divulgacion. Por ejemplo, los datos genéticos pueden obtenerse utilizando cualquier plataforma de
genotipado de alto rendimiento, o se pueden obtener a partir de cualquier método de genotipado, o pueden ser
simulados, inferidos o conocidos de otra forma. Se pueden utilizar diversos lenguajes computacionales para codificar
los algoritmos descritos en esta divulgacion, y se podrian utilizar diversas plataformas computacionales para realizar
los célculos. Por ejemplo, los célculos pueden realizarse utilizando ordenadores personales, superordenadores, una
plataforma de computacion masivamente paralela, o incluso plataformas de computacion no basadas en silicona,
como un numero suficientemente grande de personas provistas de abacos.

Algunas de las matematicas en esta divulgacion establecen hipétesis sobre un numero limitado de estados de
aneuploidia. En algunos casos, por ejemplo, solo se espera que cero, uno o dos cromosomas sean originarios de
cada progenitor. En algunas realizaciones de la presente divulgacion, las derivaciones mateméticas pueden ser
ampliadas para tener en cuenta otras formas de aneuploidia, como la cuadrosomia, donde tres cromosomas son
originarios de un progenitor, la pentasomia, etc., sin cambiar los conceptos fundamentales de la presente
divulgacion.

En algunas realizaciones de la presente divulgacion, un individuo relacionado puede referirse a cualquier individuo
gue esté relacionado genéticamente, y por tanto comparta bloques de haplotipo con el individuo objetivo. Algunos
ejemplos de individuos relacionados incluyen: padre biolégico, madre bioldgica, hijo, hija, hermano, hermana, medio
hermano, media hermana, abuelo, abuela, tio, tia, sobrino, sobrina, nieto, nieta, primo, clon, el propio individuo, y
otros individuos con relacion genética con el objetivo conocida. El término “individuo relacionado” incluye también
cualquier embrion, feto, esperma, huevo, blastémero o cuerpo polar derivados de un individuo relacionado.

En algunas realizaciones de la presente divulgacién, el individuo objetivo puede referirse a un adulto, un menor, un
feto, un embrién, un blastomero, una célula o un conjunto de células de un individuo, o de una linea celular, o
cualquier conjunto de material genético. El material objetivo puede estar vivo, muerto, congelado o en estasis.

En algunas realizaciones de la presente divulgacion, donde el individuo objetivo se refiere a un blastomero utilizado
para diagnosticar un embrion, puede haber casos causados por mosaicismo en los que el genoma del blastomero
analizado no se corresponda exactamente con los genomas de todas las demas células del embrion.

En algunas realizaciones de la presente divulgacion, es posible utilizar el método divulgado aqui en el contexto del
genotipado y/o cariotipado del cancer, donde una o mas células cancerosas es considerada el individuo objetivo, y el
tejido no canceroso del individuo afectado con céncer es considerado ser el individuo relacionado. El tejido no
canceroso del individuo afectado por el objetivo podria proporcionar el conjunto de determinaciones de genotipo del
individuo relacionado, que permitiria la determinacion del nimero de copias cromosomicas de la célula o células
cancerosas utilizando los métodos divulgados aqui.

En algunas realizaciones de la presente divulgacion, dado que todas las personas vivas, 0o que han estado vivas,
contienen datos genéticos, los métodos son igualmente aplicables a cualquier ser humano, animal o planta, vivo o
muerto, que herede o hubiera heredado cromosomas de otros individuos.

Es también importante advertir que los datos genéticos embriénicos que pueden ser generados midiendo el ADN
amplificado de un blastémero pueden ser usados para muchos fines. Por ejemplo, pueden usarse para detectar
aneuploidia, disomia uniparental, determinar el sexo del individuo, asi como también para realizar diversas
predicciones fenotipicas basadas en alelos asociados a fenotipo. Actualmente, en los laboratorios de IVF, debido a
las técnicas utilizadas, sucede con frecuencia que un blastbmero puede proporcionar solamente material genético
suficiente para hacer pruebas sobre un trastorno, como la aneuploidia, o una enfermedad monogénica determinada.
Dado que el método divulgado aqui tiene un primer paso comin de medir un amplio conjunto de SNPs de un
blastomero, con independencia del tipo de prediccidon a realizar, un médico, progenitor u otro agente no se ve
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forzado a elegir un nimero limitado de trastornos para los que efectuar el cribado. Por el contrario, existe la opcién
de cribar para tantos genes y/o fenotipos como permitan los conocimientos médicos. Con el método divulgado, una
ventaja para identificar trastornos determinados para los que efectuar el cribado, antes de genotipar el blastémero es
gue si se decide que determinados loci son especialmente importantes, se puede seleccionar un conjunto mas
apropiado de SNPs con mayor probabilidad de cosegregacion con el locus de interés, incrementando asi la
confianza de las determinaciones de alelos de interés.

En algunas realizaciones, los sistemas, métodos y técnicas de la presente divulgacion pueden ser utilizados para
reducir las probabilidades de que un embrién implantado, obtenido por fertilizacion in vitro, sufra aborto espontaneo.

En algunas realizaciones de la presente divulgacion, los sistemas, métodos y técnicas de la presente divulgaciéon
pueden ser usados conjuntamente con otros procedimientos de cribado de embriones o comprobacién prenatal. Los
sistemas, métodos y técnicas de la presente divulgacion se emplean en métodos para aumentar la probabilidad de
gue los embriones y fetos obtenidos por fertilizacién in vitro sean implantados con éxito y sigan viables durante todo
el periodo de gestacion. Ademas, los sistemas, métodos y técnicas de la presente divulgacion se emplean en
métodos que pueden reducir la probabilidad de que los embriones y fetos obtenidos por fertilizacién in vitro y que
son implantados, no tengan un riesgo especifico de enfermedad congénita.

En algunas realizaciones, los sistemas, métodos y técnicas de la presente divulgacion se utilizan en métodos para
reducir la probabilidad de la implantaciéon de un embridon con riesgo especifico de una enfermedad congénita,
comprobando por lo menos una célula extraida de embriones tempranos concebidos mediante fertilizacion in vitro, y
transferir al Gtero materno solamente aquellos embriones en los que se determine que no han heredado la
enfermedad congénita.

En algunas realizaciones, los sistemas, métodos y técnicas de la presente divulgacion son usados en métodos para
reducir la probabilidad de implantacion de un embridn con riesgo especifico de una anormalidad cromosdmica,
comprobando por lo menos una célula extraida de embriones tempranos concebidos por fertilizacion in vitro, y
transferir al Gtero materno solamente los embriones en los que se determine que carecen de anormalidades
cromosomicas.

En algunas realizaciones, los sistemas, métodos y técnicas de la presente divulgacion se utilizan en métodos para
aumentar la probabilidad de implantacién de un embridn obtenido por fertilizacion in vitro, sea transferido y tenga un
riesgo reducido de conllevar una enfermedad congénita.

En algunas realizaciones, la enfermedad congénita es una malformacién, defecto del tubo neural, anormalidad
cromosémica, sindrome de Down (o trisomia 21), trisomia 18, espina bifida, paladar hendido, enfermedad de Tay
Sachs, anemia falciforme, talasemia, fibrosis quistica, enfermedad de Huntington, sindrome del maullido, y/o
sindrome X fragil. Las anormalidades cromosdmicas pueden incluir, entre otras, sindrome de Down (cromosoma 21
extra), sindrome de Turner (45X0) y sindrome de Klinefelter (un macho con 2 cromosomas X).

En algunas realizaciones, la malformacion puede ser malformacién de un miembro. Las malformaciones de
miembros pueden incluir entre otras, amelia, ectrodactilia, focomelia, polimelia, polidactilia, sindactilia, polisindactilia,
oligodactilia, braquidactilia, acondroplasia, aplasia o hipoplasia congénitas, sindrome de la banda amnidtica y
disostosis cleidocraneal.

En algunas realizaciones, la malformacion puede ser una malformacién congénita del corazon. Las malformaciones
congénitas del corazén pueden incluir, entre otras, ducto arterioso patente, defecto septal atrial y tetralogia de fallot.

En algunas realizaciones, la malformacion puede ser una malformacion congénita del sistema nervioso. Las
malformaciones congénitas del sistema nervioso incluyen, entre otras, defectos del tubo neural (ej., espina bifida,
meningocele, meningomielocele, encefalocele y anencefalia), malformacién de Arnold-Chiari, malformacion de
Dandy-Walker, hidrocefalia, microencefalia, megalencefalia, lisencefalia, polimicrogiria, holoprosencefalia, y agénesis
del corpus callosum.

En algunas realizaciones, la malformaciéon puede ser una malformacién congénita del sistema gastrointestinal. Las
malformaciones congénitas del sistema gastrointestinal incluyen, entre otras, estenosis, atresia y ano imperforado.

En algunas realizaciones, los sistemas, métodos y técnicas de la presente divulgacion se utilizan en métodos para
aumentar la probabilidad de implantar un embridn obtenido por fertilizacion in vitro con un riesgo reducido de
conllevar predisposicion para una enfermedad genética.

En algunas realizaciones, la enfermedad genética es monogénica o multigénica. Las enfermedades genéticas
incluyen, entre otras, el sindrome de Bloom, la enfermedad de Canavan, fibrosis quistica, disautonomia familiar,
sindrome de Riley-Day, anemia de Fanconi (grupo C), enfermedad de Gaucher, enfermedad de almacenamiento de
glicégeno, enfermedad de orina de jarabe de arce, mucolipidosis IV, enfermedad de Niemann-Pick, enfermedad de
Tay-Sachs, beta talasemia, anemia falciforme, alfa talasemia, deficiencia de factor Xl, ataxia de Friedrich, MCAD,
enfermedad de Parkinson juvenil, connexin 26, SMA, sindrome de Rett, fenilcetonuria, distrofia muscular de Becker,
distrofia muscular de Duchennes, sindrome de X fragil, hemofilia A, demencia tipo Alzheimer — aparicién precoz,
cancer de mama/ovario, cancer de colon, diabetes MODY, enfermedad de Huntington, distrofia muscular mioténica,
enfermedad de Parkinson —aparicion precoz, sindrome de Peutz-Jeghers, enfermedad de rifién poliquistico, distonia
de torsion.
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Combinaciones de los aspectos de la presente divulgacién

Como se ha sefialado anteriormente, considerando el beneficio de esta divulgacion, hay mas aspectos y
realizaciones que pueden implementar uno o mas de los sistemas, métodos y caracteristicas divulgados aqui. Mas
abajo se incluye una corta lista de ejemplos ilustrando situaciones en las que los diversos aspectos de la presente
divulgacion pueden combinarse de distintas maneras. Es importante tener en cuenta que la lista no pretende ser
exhaustiva; son posibles muchas otras combinaciones de los aspectos, métodos, caracteristicas y realizaciones de
la presente divulgacion.

La clave de un aspecto de la presente divulgacién es el hecho de que las técnicas de determinacién de ploidia que
utilizan datos parentales ajustados por fases del objetivo pueden ser mucho mas exactas que las que no utilizan
tales datos. No obstante, en el contexto de la IVF no es algo trivial el ajuste por fases de los datos genotipicos
medidos obtenidos de masa de tejido parental. Se describe en esta divulgacion un método para diferenciar los datos
parentales ajustados por fases de los datos genéticos parentales no ajustados por fases, junto con los datos
genéticos no ajustados por fases de uno o mas embriones, cero o mas hermanos, y cero o mas espermas. En este
método para ajustar por fases los datos parentales se supone que los datos genéticos del embrion son euploides en
un cromosoma determinado. Naturalmente, puede no ser posible determinar el estado de ploidia del cromosoma
especifico, para asegurarse de la euploidia, utilizando un método que requiera como entrada datos parentales
ajustados por fases, antes de que se hayan ajustado por fases los datos genéticos, lo que representa un problema
de “boot strapping”.

En algunas realizaciones de la presente divulgacion, se divulga un método en el que se utiliza una técnica para la
determinacion del estado de ploidia, para realizar una determinacion preliminar del estado de ploidia en un
cromosoma determinado para un conjunto de células derivado de uno o mas embriones. Luego el método que se
describe aqui para determinar los datos parentales ajustados por fases puede ser ejecutado, utilizando solamente
los datos de cromosomas embridnicos que han sido determinados, con elevada confianza utilizando el método
preliminar, como euploide. Una vez ajustados por fases los datos parentales, se puede aplicar el método de
determinacion del estado de ploidia que requiere datos parentales ajustados por fases para obtener determinaciones
de ploidia de alta precision. Los resultados de este método pueden ser utilizados por si solos, o pueden ser
combinados con otros métodos de determinacion de ploidia.

Algunas de las técnicas especializadas para la determinacion del nimero de copias descritas en esta divulgacion,
por ejemplo, la técnica de la “presencia de homdlogos”, se basan en datos genémicos parentales ajustados por
fases. Algunos métodos de ajuste por fases de los datos, como algunos de los descritos en esta divulgacion,
funcionan bajo el supuesto de que los datos de entrada son de material genético euploide. Cuando el objetivo es un
feto o un embrion, resulta especialmente probable que uno o més cromosomas no sean euploides. En una
realizacién de la presente divulgacion, una o varias técnicas de determinacion de ploidia que no estan basadas en
los datos parentales ajustados por fases pueden ser utilizadas para determinar qué cromosomas son euploides,
tales datos genéticos de esos cromosomas euploides pueden ser usados como parte de un algoritmo de
determinacién de alelos que proporciona datos parentales ajustados por fases, que podran entonces ser usados en
la técnica de determinacion del nUmero de copias que requieren datos parentales ajustados por fases.

En una realizacion de la presente divulgacion, un método para determinar el estado de ploidia de por lo menos un
cromosoma en un individuo objetivo incluye obtener datos genéticos del individuo objetivo, y de ambos progenitores
del individuo objetivo, y de uno o mas hermanos del individuo objetivo, donde los datos genéticos incluyen datos
relativos por lo menos a un cromosoma; determinar un estado de ploidia de por lo menos un cromosoma en el
individuo objetivo y en el hermano o hermanos del individuo objetivo utilizando una o més técnicas especializadas,
donde ninguna de las técnicas especializadas requiere como entrada datos genéticos ajustados por fases;
determinar datos genéticos ajustados por fases del individuo objetivo, y de los progenitores del individuo objetivo, y
de uno 0 mas hermanos del individuo objetivo, utilizando un método basado en la informatica, y los datos genéticos
obtenidos del individuo objetivo, y de los padres del individuo objetivo, y de uno o mas hermanos del individuo
objetivo que fueron determinados como euploides en ese cromosoma; y redeterminar el estado de ploidia de por lo
menos un cromosoma del individuo objetivo, utilizando una o mas técnicas especializadas, por lo menos alguna de
las cuales requiere datos genéticos ajustados por fases como entrada, y los datos genéticos ajustados por fases
determinados del individuo objetivo, y de los progenitores del individuo objetivo, y de uno o mas hermanos del
individuo objetivo. En una realizacion, la determinacion del estado de ploidia puede ser llevado a cabo en el contexto
de la fertilizacién in vitro, y donde el individuo objetivo es un embrién. El estado de ploidia determinado del
cromosoma en el individuo objetivo puede ser utilizado para tomar una decision clinica respecto al individuo objetivo.

Primero, los datos genéticos pueden obtenerse del individuo objetivo y de los progenitores del individuo objetivo, y
posiblemente de uno o mas individuos que son hermanos del individuo objetivo. Estos datos genéticos de individuos
pueden ser obtenidos de diversas formas, que se describen en otra parte de esta divulgacion. Los datos genéticos
del individuo objetivo pueden ser medidos utilizando herramientas o técnicas tomadas de un grupo que incluye, entre
otras, Sondas de Inversién Molecular (MIP), Microarrays de Genotipado, el Ensayo de Genotipado de SNP TagMan,
el Sistema de Genotipado Illumina, otros ensayos de genotipado, hibridacion in situ fluorescente (FISH),
secuenciacion, otras plataformas de genotipado de alto rendimiento, y combinaciones de lo anterior. Los datos
genéticos del individuo objetivo pueden medirse analizando sustancias tomadas de un grupo que incluye, entre
otras, una o mas células diploides del individuo objetivo, una o mas células haploides del individuo objetivo, uno o
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mas blastémeros del individuo objetivo, material genético extracelular hallado en el individuo objetivo, material
genético extracelular del individuo objetivo hallado en sangre materna, células del individuo objetivo halladas en
sangre materna, material genético del que se sabe que procede del individuo objetivo y combinaciones de lo
anterior. Los datos genéticos del individuo relacionado pueden ser medidos analizando sustancias tomadas de un
grupo que incluye, entre otras, masa de tejido diploide del individuo relacionado, una o mas células diploides del
individuo relacionado, una o mas células haploides tomadas del individuo relacionado, uno o mas embriones creados
a partir de un gameto o gametos del individuo relacionado, uno o mas blastémeros tomados de uno de tales
embriones, material genético extracelular hallado en el individuo relacionado, material genético del que se sabe que
procede del individuo relacionado y combinaciones de lo anterior.

Segundo, puede crearse un conjunto de por lo menos una hipétesis de estado de ploidia para uno o mas
cromosomas del individuo objetivo y de los hermanos. Cada hipotesis del estado de ploidia puede referirse a un
posible estado de ploidia del cromosoma de los individuos.

Tercero, utilizando una o mas de las técnicas especializadas, como las comentadas en esta divulgacion, puede
determinarse una probabilidad estadistica para cada hip6tesis de estado de ploidia en el conjunto. En este paso, la
técnica especializada es una técnica especializada que no requiere datos genéticos ajustados por fases como
entrada. Algunos ejemplos de técnicas especializadas que no requieren datos genéticos ajustados por fases como
entrada incluyen, entre otras, la técnica de permutacion, la técnica de media de cromosoma completo, y la técnica de
presencia parental. La matematica en que se basan las diversas técnicas especializadas apropiadas se describe en
otra parte en esta divulgacion.

Cuarto, si en el tercer paso se ha utilizado mas de un método especializado, el conjunto de probabilidades
determinadas puede entonces combinarse y normalizarse. El conjunto de los productos de las probabilidades de
cada hipotesis en el conjunto de hipétesis resulta entonces como las probabilidades combinadas de las hipétesis.

Quinto, el estado de ploidia mas probable, y para cada uno del o de los individuos hermanos, se determina como el
estado de ploidia asociado con la hipétesis cuya probabilidad es la mayor.

Sexto, un método basado en la informética, como el método de determinacion de alelos divulgado en este
documento, u otros aspectos del método de PARENTAL SUPPORT™, junto con datos genéticos parentales no
ordenados, y los datos genéticos de hermanos de los que se ha hallado en el quinto paso que son euploides, en ese
cromosoma, puede ser utilizado para determinar el estado alélico més probable del individuo objetivo, y de los
individuos hermanos. En algunas realizaciones, los individuos objetivo pueden ser tratados de igual modo,
algoritmicamente, que los hermanos. En algunas realizaciones, el estado alélico de un hermano puede ser
determinado dejando que el individuo objetivo actie como hermano, y el hermano como un objetivo. En algunas
realizaciones, el método basado en la informatica deberia también proporcionar el estado alélico de los progenitores,
incluyendo los datos genéticos haplotipicos. En algunas realizaciones de la presente divulgacion, el método basado
en la informéatica utilizado puede determinar también el estado genético ajustado por fases mas probable del o los
progenitores y de los otros hermanos.

Séptimo, un nuevo conjunto de por lo menos una hipétesis de estado de ploidia puede crearse para uno 0 mas
cromosomas del individuo objetivo y de los hermanos. Como anteriormente, cada una de las hip6tesis de estado de
ploidia puede referirse a un posible estado de ploidia del cromosoma de los individuos.

Octavo, utilizando una o mas de las técnicas especializadas, como las comentadas en esta divulgacion, se puede
determinar una probabilidad estadistica para cada hipotesis de estado de ploidia en el conjunto. En este paso, por lo
menos una de las técnicas especializadas es una técnica especializada que requiere como entrada datos genéticos
ajustados por fases, como la técnica de la “presencia de homologos”.

Noveno, el conjunto de probabilidades determinadas puede ser entonces combinado como se describe en el cuarto
paso. Por ultimo, el estado de ploidia més probable para el individuo objetivo, en ese cromosoma, se determina
como el estado de ploidia que esta asociado con la hipétesis de mayor probabilidad. En algunas realizaciones, el
estado de ploidia se determinara solamente si la hipdtesis de mayor probabilidad supera un determinado umbral de
confianza y/o probabilidad.

En una realizacién de este método, en el tercer paso pueden utilizarse las tres técnicas especializadas siguientes en
la determinacion del estado de ploidia inicial: la técnica de permutacion, la técnica de la media de cromosoma
completo, y la técnica de la presencia parental. En una realizacion de la presente divulgacion, en el paso octavo se
puede utilizar el siguiente conjunto de técnicas especializadas en la determinaciéon de ploidia final: la técnica de
permutacion, la técnica de la media de cromosoma completo, la técnica de la presencia parental, y la técnica de la
presencia de homélogos. En algunas realizaciones de la presente divulgacion se pueden utilizar distintos conjuntos
de técnicas especializadas en el tercer paso. En algunas realizaciones de la presente divulgacion pueden utilizarse
en el octavo paso diferentes conjuntos de técnicas especializadas. En una realizacion de la presente divulgacion, es
posible combinar varios de los aspectos de la presente divulgacion, de forma que se podria realizar tanto la
determinacion de alelos, como la determinacion de aneuploidia utilizando un algoritmo.

En una realizacion de la presente divulgacion, el método divulgado se utiliza para determinar el estado genético de
uno o mas embriones, a los efectos de la seleccion de embriones en el contexto de la IVF. Esto puede incluir la
recogida de ovocitos de la futura madre, y fertilizar esos ovocitos con esperma del futuro padre para crear uno o mas
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embriones. Esto puede incluir realizar una biopsia de embridn para aislar un blastémero de cada uno de los
embriones. Puede incluir amplificar y genotipar los datos genéticos de cada uno de los blastémeros. Esto puede
incluir obtener, amplificar y genotipar una muestra de material genético diploide de cada uno de los progenitores, asi
como uno o mas espermas individuales del padre. Puede incluir incorporar los datos diploides y haploides medidos
de la madre y del padre, junto con los datos genéticos medidos del embridn de interés en un conjunto de datos.
Puede incluir utilizar uno o0 méas de los métodos estadisticos divulgados en esta patente para determinar el estado
mas probable del material genético en el embrién considerando los datos genéticos medidos o determinados. Puede
incluir la determinacion del estado de ploidia del embrién de interés. Puede incluir la determinacioén de la presencia
de diversos alelos vinculados a enfermedad conocidos en el genoma del embrion. Puede incluir realizar predicciones
fenotipicas sobre el embridon. Puede incluir generar un informe que se envia al médico de la pareja, para que puedan
tomar una decisién informada sobre qué embrién o embriones transferir a la futura madre.

Otro ejemplo podria ser una situacion donde una mujer de 44 afios sometida a IVF tiene problemas para concebir.
La pareja hace que se recojan sus ovocitos y se fertilicen con esperma del hombre, produciendo nueve embriones
viables. Se recoge un blastémero de cada embrién, y los datos genéticos de los blastémeros se miden utilizando una
lllumina Infmium Bead Array. Mientras tanto, se miden los datos diploides de tejido tomado de ambos progenitores
utilizando también la lllumina Infmium Bead Array. Se miden los datos haploides del esperma del padre utilizando el
mismo método. El método divulgado aqui se aplica a los datos genéticos de los nueve blastdmeros, a los datos
genéticos diploides maternos y paternos, y a tres espermas del padre. Los métodos descritos aqui se utilizan para
limpiar y ajustar por fases todos los datos genéticos utilizados como entradas, y para realizar determinaciones de
ploidia para todos los cromosomas en todos los embriones, con altas confianzas. Se observa que seis de los nueve
embriones son aneuploides, y tres son euploides. Se genera un informe que presenta estos diagndsticos y es
enviado al médico. El médico, junto con los futuros padres, decide transferir dos de los tres embriones euploides,
uno de los cuales se implanta en el Gtero materno.

Otro ejemplo puede referirse a una mujer gestante que ha sido inseminada artificialmente con el esperma de un
donante, y estd embarazada. Desea minimizar el riesgo de que el feto que lleva tenga una enfermedad genética. Un
especialista le extrae sangre y se aplican las técnicas descritas en esta divulgacion para aislar tres glébulos rojos
fetales nucleados, y también se toma una muestra de tejido de la madre y del padre. El material genético del feto y
de la madre y el padre es amplificado convenientemente, y se procede a su genotipado utilizando la matriz lllumina
Infmium Bead, y los métodos descritos aqui para limpiar y ajustar por fases el genotipo parental y el fetal con gran
precision, asi como para realizar determinaciones de ploidia para el feto. Se averigua que el feto es euploide, y se
prevén susceptibilidades fenotipicas por el genotipo fetal reconstruido, y se genera un informe que se envia al
médico de la madre, para que puedan decidir qué acciones deben emprender.

Otro ejemplo podria ser una situacion donde un criador de caballos de carreras desea incrementar la probabilidad de
que los potros engendrados por su caballo campe6n sean también campeones. Hace que la yegua deseada sea
fecundada por el semental por IVF, y utiliza los datos genéticos del semental y la yegua para limpiar los datos
genéticos medidos de los embriones viables. Los datos genéticos embridnicos limpios permiten al criador
seleccionar para su implantacion los embriones con mayores probabilidades de producir un caballo de carreras
deseable.

Un método para determinar un estado de ploidia de por lo menos un cromosoma en un individuo objetivo incluye
obtener datos genéticos del individuo objetivo y de uno o mas individuos relacionados; crear un conjunto de por lo
menos una hipotesis de estado de ploidia para cada cromosoma del individuo objetivo; determinar una probabilidad
estadistica para cada hipotesis de estado de ploidia en el conjunto, considerando los datos genéticos obtenidos y
utilizando una o mas técnicas especializadas; combinar, para cada hipétesis de estado de ploidia, las probabilidades
estadisticas determinadas por la o las técnicas especializadas; y determinar el estado de ploidia de cada uno de los
cromosomas en el individuo objetivo, en base a las probabilidades estadisticas combinadas de cada una de las
hipétesis de estado de ploidia.

Un método para determinar datos alélicos de uno o més individuos objetivo, y uno o ambos progenitores de los
individuos objetivo, en un conjunto de alelos, incluye obtener datos genéticos del o de los individuos objetivo y de
uno o de ambos progenitores; crear un conjunto de por lo menos una hipétesis alélica para cada uno de los alelos de
los individuos objetivo y para cada uno de los alelos de los progenitores; determinar una probabilidad estadistica
para cada hipétesis alélica en el conjunto considerando los datos genéticos obtenidos; y determinar el estado alélico
para cada uno de los alelos en uno o mas individuos objetivo y el o los progenitores basado en las probabilidades
estadisticas de cada una de las hipoétesis alélicas.

Un método para determinar un estado de ploidia de por lo menos un cromosoma en un individuo objetivo incluye
obtener datos genéticos del individuo objetivo, de ambos progenitores del individuo objetivo, y de uno o mas
hermanos del individuo objetivo, donde los datos genéticos incluyen datos relacionados con por lo menos un
cromosoma; determinar un estado de ploidia de por lo menos un cromosoma en el individuo objetivo y en uno o mas
hermanos del individuo objetivo utilizando una o méas técnicas especializadas, donde ninguna de las técnicas
especializadas requiere datos genéticos ajustados por fases como entrada; determinar datos genéticos ajustados
por fases del individuo objetivo, de los progenitores del individuo objetivo, y del o de los hermanos del individuo
objetivo, utilizando un método basado en la informéatica, y los datos genéticos obtenidos del individuo objetivo, de los
progenitores del individuo objetivo y del hermano o hermanos del individuo objetivo que fueron determinados como

60



ES 2620431 T3

euploides en ese cromosoma; y redeterminar el estado de ploidia de por lo menos un cromosoma del individuo
objetivo, utilizando una o mas técnicas especializadas, por lo menos una de las cuales requiere datos genéticos
ajustados por fases como entrada, y los datos genéticos ajustados por fases determinados del individuo objetivo, de
los progenitores del individuo objetivo y del hermano o hermanos del individuo objetivo.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para la determinacion de un estado de ploidia de por lo menos un cromosoma en un individuo objetivo,
comprendiendo este método:

obtener datos genéticos del individuo objetivo y de uno o mas individuos relacionados utilizando un medio para medir
datos genéticos, donde el medio se selecciona de un grupo que comprende sondas de inversion molecular,
microarrays de genotipado, un ensayo de genotipado, hibridaciéon de fluorescencia in situ (FISH), secuenciacion,
otras plataformas de genotipado de alto rendimiento, y combinaciones de lo anterior, y donde los datos genéticos
son las respuestas medidas en varios loci de polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) en por lo menos un
cromosoma, comprendiendo el o los individuos relacionados mencionados uno o ambos progenitores del individuo
objetivo;

crear un conjunto de por lo menos una hipotesis de estado de ploidia para por lo menos un cromosoma del individuo
objetivo, donde cada una de las hipétesis del estado de ploidia es un posible estado de ploidia de por lo menos un
cromosoma, donde 0, 1, o 2 copias del cromosoma proceden de cada progenitor;

utilizar dos 0 mas técnicas especializadas que son algoritmos aplicados sobre los datos genéticos obtenidos para
determinar, para cada técnica especializada utilizada, una probabilidad estadistica de cada hipétesis de estado de
ploidia en el conjunto, considerando los datos genéticos obtenidos, donde las técnicas especializadas se
seleccionan de entre:

la técnica de la presencia de homdlogos, técnica que utiliza datos genéticos obtenidos de ambos progenitores,
donde uno de los progenitores es heterocigoto en un SNP, y el otro es homocigoto en ese SNP, donde la técnica de
presencia de homadlogos comprende:

1 ajustar por fases los datos genéticos obtenidos de los progenitores y calcular los umbrales de ruido por
cromosoma;

2 segmentar por lo menos un cromosoma;
calcular las tasas de pérdidas de SNP por segmento para los genotipos parentales de interés;

4 calcular las tasas de pérdidas de SNP para cada progenitor en por lo menos un cromosoma y las probabilidades
de hipotesis en cada segmento;

5 combinar las probabilidades en los segmentos de cromosoma de producir una probabilidad de datos, dada la
hipétesis de cadena parental para cromosomas completos; y

6 comprobar las determinaciones no validas y calcular una probabilidad para cada hipétesis de estado de ploidia;

la técnica de permutacién, técnica que compara la relacion entre distribuciones de los datos genéticos obtenidos del
individuo objetivo para distintos genotipos parentales utilizando un algoritmo estadistico para determinar la
probabilidad de cada hipétesis de estado de ploidia, considerando los datos genéticos obtenidos; y

la técnica de la presencia parental, que detecta, independientemente para cada progenitor, para un cromosoma
determinado, si hay o no contribucién del genoma de ese progenitor, basado en distancias entre conjuntos de
genotipos parentales en el punto mas amplio en las curvas de funcion de distribucién acumulativa, que representa
graficamente las distribuciones observadas de los datos genéticos obtenidos para distintos genotipos parentales, y
asigna probabilidades a cada hipotesis de estado de ploidia calculando un resumen estadistico para cada progenitor
y comparando con modelos de datos para casos en los que un cromosoma parental esta presente, y casos en los
gue no esta presente un cromosoma parental;

combinar para cada hipotesis de estado de ploidia, las probabilidades estadisticas determinadas por las dos 0 mas
técnicas especializadas, para determinar probabilidades estadisticas combinadas; y

determinar el estado de ploidia para por lo menos un cromosoma en el individuo objetivo, basado en las
probabilidades estadisticas combinadas de cada una de las hipotesis de estado de ploidia, donde el estado de
ploidia con la mayor probabilidad estadistica combinada se determina que es el estado de ploidia de por lo menos
un cromosoma.

2. El método de la reivindicacion 1, donde los individuos relacionados comprenden ademas uno o mas abuelos del
individuo objetivo, uno o mas hermanos del individuo objetivo y combinaciones de lo anterior.

3. El método de la reivindicacion 1, donde los datos genéticos obtenidos comprenden por lo menos uno de:
polimorfismos de un solo nucleétido medidos de una matriz de genotipado, datos de secuencias de ADN, y
combinaciones de ellos.

4. El método de la reivindicacion 1, donde el individuo objetivo es un embrién, y la determinacion del estado de
ploidia se realiza a los efectos de seleccion de embridn durante la fertilizacién in vitro.

5. El método de la reivindicacion 1, donde el individuo objetivo es un feto, y la determinacion del estado de ploidia se
realiza a los efectos del diagnéstico prenatal no invasivo.
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6. El método de la reivindicacién 1, donde los datos genéticos obtenidos no estan ajustados por fases, y donde los
individuos relacionados comprenden a ambos progenitores del individuo objetivo, y donde el método comprende,
ademas:

determinar los datos genéticos ajustados por fases de ambos progenitores del individuo objetivo utilizando un
método basado en la informatica; y

determinar los datos genéticos ajustados por fases del individuo objetivo utilizando un método basado en la
informatica.

7. El método de la reivindicacion 1, donde los datos genéticos obtenidos comprenden datos genéticos reconstruidos
ajustados por fases de uno o ambos progenitores del individuo objetivo.

8. El método de la reivindicacion 1, donde por lo menos una de las técnicas especializadas es especifica para un
cromosoma sexual.

9. El método de la reivindicacién 1, donde la determinacién del estado de ploidia de cada uno de los cromosomas en
el individuo objetivo incluye el cribado para un estado cromosomico seleccionado del grupo compuesto por euploidia,
nulisomia, monosomia, disomia uniparental, trisomia, error de copia emparejada, error de copia no emparejada,
tetrasomia, otra aneuploidia, translocacion no balanceada, supresiones, inserciones, mosaicismo y combinaciones
de lo anterior.

10. El método de la reivindicacion 1, donde se utilizan tres técnicas especializadas: la técnica de la presencia de
homologos, la técnica de permutacion y la técnica de la presencia parental, y donde, para cada hipétesis de estado
de ploidia, las probabilidades estadisticas determinadas por esas tres técnicas especializadas se combinan para
determinar probabilidades estadisticas combinadas.
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Experimentos
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