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DESCRIPCION
Andlisis de transcriptoma de plasma materno por secuenciacién masiva en paralelo de ARN

Se han descrito moléculas de ARN extracelular que son especificas del embarazo en el plasma materno®. Han
proporcionado una herramienta de pruebas no invasivas para la evaluacion fetal y seguimiento del embarazo
utilizando simplemente una muestra de sangre periférica de la madre.

Hasta la fecha, se han desarrollado una serie de aplicaciones de diagnostico prenatal prometedoras utilizando ARN
de plasma materno®®. Los investigadores han estado buscando activamente mas marcadores de ARN con el fin de
ampliar las aplicaciones en diferentes contextos de trastornos fetales y patologias del embarazo. Por ejemplo, el
documento W0O2004065629A1 proporciona métodos y equipos para diagnostico, seguimiento o prediccion de
trastornos relacionados con el embarazo tales como preclamsia 0 embarazo en fase inicial, que comprende
cuantificar los ARNm circulantes que codifican marcadores tales como hCG-beta.

En teoria, el método de identificacion de ARN marcador mas sencillo consiste en describir directamente moléculas
de ARN extracelular en plasma materno. Este método sin embargo no ha sido facil porque las tecnologias de
seleccién de alto rendimiento convencionales, tales como el analisis de chips y analisis en serie de la expresion
génica (SAGE), tienen una capacidad limitada para detectar los concentraciones normalmente bajas de ARN
extracelular parcialmente degradado en el plasma materno® . En cambio, la mayoria de las estrategias de deteccion
del marcador de ARN descritas operan indirectamente comparando las caracteristicas de la expresion de la placenta
y las células sanguineas maternas™. Sélo las transcripciones que se expresan mucho mas altas en la placenta que
en las células de sangre materna se estudian mas en muestras de plasma materno por tecnologias de alta
sensibilidad pero de bajo rendimiento, tal como la reaccion en cadena de la polimerasa de la transcriptasa inversa en
tiempo real (RT-PCR). Hasta ahora los marcadores de ARN del plasma identificados por este método indirecto son
relativamente limitados. Esto es posiblemente debido a que la estrategia de extraccién en base al tejido no ha tenido
totalmente en cuenta todos los factores biolégicos que influyen en las concentraciones de ARN de la placenta en el
plasma materno. Ademas, las transcripciones que se expresan y liberan por tejidos no placentarios en respuesta al
embarazo no pudieron identificarse por este método. Una metodologia sensible y de alto rendimiento que permite la
caracterizacion directa del transcriptoma del plasma materno seria por lo tanto muy deseable.

Asimismo, la caracterizacion directa del ARN del plasma puede ser Util en otros escenarios en los que hay una
mezcla de moléculas de ARN de dos individuos, tales como para trasplante de érganos. La circulacion de las
receptoras de trasplante contiene moléculas de &cido nucleico tanto de la donante como de la receptora. Un cambio
en las caracteristicas relativas de las moléculas de ARN aportadas por la donante o la receptora puede revelar
patologias en el 6rgano trasplantado o la receptora, tales como el rechazo del trasplante.

El documento US2010311046A1 describe métodos para el diagndstico prenatal de trisomia 21, que comprende
analizar SNP informativos o transcritos de ARN que proceden de locus en el cromosoma 21. La trisomia 21 fetal se
determina a continuacién comparando las relaciones entre los alelos de un sitio polimorfico en transcritos de ARN
especificos de locus y de tejidos desde un feto aneuploide a un feto euploide. El estado aneuploide viene
determinado por las relaciones anormales entre los SNP informativos en los transcritos de ARN. Se seleccionan
SNP que se encuentran en el ARN con expresién de tejido placentario.

Segun la presente invencién, se proporciona un método de diagndstico de un trastorno relacionado con el embarazo
utilizando una muestra de una hembra embarazada con un feto, comprendiendo el método: recibir un gran ndmero
de lecturas de secuencias, en donde las lecturas de secuencias se obtienen a partir de un andlisis de moléculas de
ARN obtenidas de la muestra, muestra que contiene una mezcla de moléculas de ARN de la madre y del feto;
identificar, mediante un sistema informatico, ubicaciones de las lecturas de secuencias en una secuencia de
referencia; identificar uno o mas locus informativos, cada uno de los cuales es homocigético en una primera entidad
de un primer alelo correspondiente y un segundo alelo correspondiente, en donde la primera entidad es la mujer
embarazada o el feto, y la segunda entidad es distinta de la mujer embarazada y del feto; filtrar uno 0 mas locus
informativos para identificar uno 0 mas locus informativos filtrados: que estan situados dentro de una region
expresada de la secuencia de referencia, en la que esta situado al menos un primer nimero determinado de lecturas
de secuencias en el gran numero de lecturas de secuencias que contienen el segundo alelo correspondiente, para
cada uno de los locus informativos filtrados: determinar un primer ndmero de lecturas de secuencias situadas en el
locus informativo filtrado y que contienen el primer alelo correspondiente, determinar un segundo namero de lecturas
de secuencias situadas en el locus informativo filtrado y que contienen el segundo alelo correspondiente, calcular
una primera suma de los primeros numeros y la segunda suma de los segundos nameros; calcular la relacion de la
primera suma y la segunda suma, y comparar la relacién con un criterio de valoracion para determinar si el feto, la
madre o el embarazo tiene un trastorno relacionado con el embarazo, determindndose el valor discriminatorio a
partir de una o mas muestras obtenidas de las mujeres embarazadas sin el trastorno relacionado con el embarazo.

Los presentes métodos no estan limitados a diagndsticos prenatales y pueden aplicarse a cualquier muestra
biologica que contenga una mezcla de moléculas de ARN procedentes de dos individuos.

Por ejemplo, puede utilizarse una muestra de plasma sanguineo obtenido de una receptora de trasplante de
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6rganos. Los transcritos expresados en el érgano trasplantado reflejan genotipo de la donante y se producen a
niveles detectables en la sangre de la receptora. Mediante la lectura de estas transcripciones, pueden ser
identificados locus informativos dentro de los genes expresados tanto por la donante como por la receptora, y se
puede medir los niveles de expresion relativos de los alelos de cada individuo. Niveles de expresién anormales del
alelo aportado Unicamente por la donante o la receptora se pueden utilizar para diagnosticar trastornos relacionados
con el trasplante.

Las muestras biolégicas que pueden utilizarse en los presentes métodos incluyen muestras de sangre, plasma,
suero, orina, saliva y de tejido.

Por ejemplo, se han detectado acidos nucleicos fetales en la orina de mujeres embarazadas. Se ha demostrado que
la orina de los receptores de trasplante renal contiene acidos nucleicos sin células y células del érgano trasplantado.
Se ha observado microhibridismo en muchas enfermedades. Microhibridismo se refiere a la presencia de una fuente
de células o acidos nucleicos de otra persona en el cuerpo, incluidos érganos y tejidos de un individuo en particular.
Se ha observado microhibridismo en biopsias de la tiroides, higado, bazo, piel, médula ésea y otros tejidos. El
microhibridismo puede producirse como resultado de embarazos anteriores o transfusiones de sangre.

La Fig. 1 muestra una relacién positiva entre la relacion alélica B/A y los niveles relativos de expresion de los
respectivos genes en la placenta y células sanguineas maternas.

La Fig. 2 muestra una relacion entre el nivel de la expresion génica total y los niveles relativos de expresion de los
genes en la placenta y células sanguineas maternas.

La Fig. 3 es un diagrama de flujo para métodos de diagndstico de un trastorno relacionado con el embarazo,
Las Fig. 4 y 5 muestran resimenes de resultados de la alineacion de lecturas de secuencias de ARN.

La Fig. 6 muestra los datos de la secuenciacion del ARN de plasma sanguineo de dos individuos. La Fig. 6A
muestra la distribucion de GC% de lecturas secuenciadas de las bibliotecas de secuencias de ARN de M9356P (con
pretratamiento Ribo-Zero Gold) y M9415P (sin pretratamiento Ribo-Zero Gold). La Fig. 6B muestra la correlacion de
las caracteristicas de la expresion génica entre M9356P y M9415P.

La Fig. 7 muestra las relaciones alélicas ARN-SNP y las concentraciones plasmaticas totales de diferentes
transcritos de ARN en el plasma materno representadas frente a los niveles de expresion del tejido relativos (células
sanguineas/placenta).

La Fig. 8 muestra relaciones alélicas ARN-SNP y los niveles plasmaticos totales de diferentes genes que contienen
los SNP informativos representados frente al nivel de expresion relativo del tejido (células sanguineas/placenta).

La Fig. 9 muestra relaciones alélicas ARN-SNP para alelos de SNP feto-especificos y los niveles de expresién de
transcritos de ARN gue contienen estos alelos en el plasma materno.

La Fig. 10 muestra relaciones alélicas ARN-SNP para alelos de SNP especificos de la madre y los niveles de
expresion de transcritos de ARN que contienen estos alelos en el plasma materno.

La Fig. 11 muestra datos para alelos de SNP especificos de la madre en pacientes con preeclampsia y de
referencia. La Fig. 11A muestra relaciones alélicas ARN-SNP del caso 5641 (preeclamsia de aparicion tardia en el
tercer trimestre) y del caso 7171 (referencia) para SNP informativos que comprenden alelos de SNP especificos de
la madre. La fig. 11B muestra el nimero de veces de diferencias de relaciones alélicas ARN-SNP y de los niveles
plasmaticos del caso 5641 respecto a las de 7171 (referencia) para SNP informativos que comprenden alelos de
SNP especificos de la madre.

La Fig. 12 muestra datos para alelos de SNP especificos de la madre en pacientes preeclampsicas y de referencia.
La Fig. 12A muestra relaciones alélicas ARN-SNP del caso 5641 (preeclampsia de aparicion tardia en el tercer
trimestre) y del caso 9356 (referencia) para SNP informativos que comprenden alelos de SNP especificos de la
madre. La Fig. 12B muestra el ndmero veces de diferencias de relaciones alélicas ARN-SNP y de niveles
plasmaticos de caso 5641 respecto a las de 9356 para SNP informativos que comprenden alelos de SNP especificos
de la madre.

La Fig. 13 muestra los datos en la Fig. 11 en forma de tabla.
La Fig. 14 muestra los datos en la Fig. 12 en forma de tabla.

La Fig. 15 es un diagrama de flujo para procedimientos de determinacién, en una muestra de una hembra
embarazada con un feto, una parte de ARN que es de origen fetal.

La Fig. 16 muestra los resultados del andlisis de SNP informativo del transcriptoma de plasma materno.

La Fig. 17 muestra contribuciones fetales y maternas relativas sin filtrar la expresién especifica de alelo en las
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muestras de plasma maternos de final del embarazo.

La Fig. 18 muestra contribuciones fetales y maternas en el transcriptoma de plasma materno. La Fig. 18A muestra
proporciones de transcritos fetal y materno en el plasma materno de embarazos en las fases inicial y final. La Fig.
18B muestra los recuentos de alelos y proporciones fetal-alelo antes y después del parto.

La Fig. 19 compara contribuciones fetal y materna fraccionadas en un ARN-SNP para los casos de embarazo pre-
eclampsico y de referencia,

La Fig. 20 es un diagrama de flujo para los métodos de designacién de un locus genémico como marcador materno
o fetal.

La Fig. 21 es una lista de genes relacionados con el embarazo.

La Fig. 22 muestra niveles de expresion mas bajos de genes relacionados con el embarazo en hembras después del
parto en comparacién con antes del parto.

La Fig. 23 muestra la agrupacion jerarquica de las muestras de plasma que utilizan los 131 genes relacionados con
el embarazo.

La Fig. 24 muestra los niveles de expresion de 131 genes relacionados con el embarazo en la placenta, células de
sangre materna y el plasma materno. La Fig. 24A es un mapa de calor de la expresion génica (logz. (nivel de
transcripcion)) de la placenta y de las células sanguineas maternas, asi como del plasma materno antes y después
del parto de los dos casos de embarazo en la fase final. Los 131 genes relacionados con el embarazo se expresaron
preferentemente en la placenta. La fig. 24B demuestra que los niveles de expresion de los 131 genes en la placenta
y en el plasma se correlacionaron positivamente (P <0,05, correlacién de Spearman).

La Fig. 25 compara contribuciones fetales y maternas con ARN en el plasma para genes identificados con los
métodos basados en el plasma y en tejidos.

La Fig. 26 lista 98 ARN relacionados con la preeclampsia en el plasma materno identificados por ARN-Seq. Se
muestran los niveles de expresion en el plasma recogido de las mujeres embarazadas sin complicaciones y mujeres
gue han desarrollado preeclampsia.

La Fig. 27 muestra recuentos de lectura de secuenciacién de ARN en puntos del polimorfismo de un solo nucle6tido
(SNP) en ARN con PAPPA para el caso de 9415. El alelo A es el alelo compartido y el alelo G es el alelo especifico
del feto.

La Fig. 28 muestra recuentos de lectura de la secuenciacion de ARN en puntos del polimorfismo de un solo
nucleétido (SNP) en ARN con H19 para el caso 9415.

La Fig. 29 muestra la deteccién de estado de metilacion H19 materna por digestion de la enzima de restriccion
sensible a la metilacion.

La Fig. 30 muestra un diagrama de bloques de un ejemplo de sistema de ordenador 3000 utilizable con el sistema y
métodos segun realizaciones de la presente invencion.

I. Introduccién

La presencia de ARN fetal sin células en el plasma materno se describié hace mas de una década™. Después de
este hallazgo, ya se han llevado a cabo muchos estudios para detectar ARN circulante de origen fetal y placentario
en el plasma materno™***2. Curiosamente, se encontré gue los niveles de expresion de los transcritos especificos de
la placenta en el plasma se correlacionan positivamente con los de tejidos de la placentalo, lo que subraya la utilidad
clinica de andlisis de ARN del plasma como una herramienta no invasiva para controlar la salud y desarrollo de la
placenta o el feto. De hecho, el examen de ARN materno circulante ha encontrado aplicaciones clinicas para los
trastornos relacionados con el embarazo o la placenta como la preeclampsiaz’ls'ls, retraso del crecimiento
intrauterino4y parto prematuro8 , asi como para pruebas no invasivas de las aneuploidias cromosémicas fetales®"*6.
Dichos desarrollos destacan las posibles utilidades de biomarcadores de ARN para la evaluacion molecular de
trastornos prenatales.

A pesar de la prometedora perspectiva de andlisis de ARN del plasma en las pruebas prenatales, sigue habiendo un
namero limitado de transcritos relacionadas con el embarazo o la placenta bien validados en el plasma materno
hasta la fecha. En este sentido, el examen de los biomarcadores de ARN en el plasma habia sido llevado a cabo
utilizando la transcriptasa inversa (RT)-PCR"*®!%'213 yn método sensible que normalmente se dirigiria a un
namero relativamente pequefio de especies de ARN por analisis. A destacar que estos estudios se centraron
principalmente en genes con niveles relativamente altos de expresion en la placenta, en comparacion con las células
de sangre materna, sobre la premisa de que los genes relacionados con el embarazo proceden en gran parte de la
placenta. Dichos métodos han identificado dianas de ARN relacionadas con el embarazo que se expresan mucho en
la placenta, pero podria haber perdido otras dianas importantes. Ademas, dadas las bajas concentraciones y la
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escasa integridad de ARN del plasmag'ls, métodos de alto rendimiento convencionales, tales como el analisis en
serie de la expresion génica y el analisis de chips no serian robusto para el examen directo del transcriptoma del
plasma.

Las limitaciones técnicas mencionadas de andlisis de ARN del plasma posiblemente podrian resolverse empleando
secuenciacion masiva en paralelo (SMP) para el analisis de ARN, es decir, secuenciacion de ARN (RNA-seq)”’ls.
Dada la sensibilidad mejorada y amplio intervalo dinamico, se ha empleado RNA-seq para examinar la expresion de
genes en muchos tejidos humanos, incluida la placentalg. La superioridad de la SMP se ha demostrado ademas por
su viabilidad en la caracterizacion directa de ARNmi en el plasma en individuos sanos?® y en mujeres
embarazadas??. Sin embargo, el espectro completo de transcriptoma de plasma sigue siendo dificil de alcanzar, lo
que podrl’%deberse a la menor estabilidad de las especies de ARN largos en comparacion con los ARNmi cortos en
el plasma™.

En este estudio, se ha demostrado que los transcritos fetales y maternos pueden ser detectados en el plasma
materno y que sus contribuciones relativas pueden estimarse usando RNA-seq, mediante el examen de
polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) especificos fetal y materno. Ademas, los patrones de expresion
especificos de alelos de la placenta pueden controlarse en el plasma materno. También se ha demostrado que los
transcritos relacionados con el embarazo podrian ser identificados por examen directo del plasma materno antes y
después del parto.

Il. Método de diagndstico de un trastorno relacionado con el embarazo utilizando relaciones alélicas de SNP

El analisis de las caracteristicas de la expresion génica es Util para la deteccion del estado de enfermedad de un
individuo. Las realizaciones de la presente invencion incluyen métodos para analizar las caracteristicas de la
expresion de un individuo mediante el analisis de una mezcla de moléculas de ARN de dos individuos diferentes.
Los métodos hacen uso de las abundancias relativas de alelos que son especificos de un individuo y los alelos
compartidos entre los dos individuos. En base a las abundancias relativas de los alelos compartidos e individuales
especificos, pueden determinarse las caracteristicas de expresion génica de los dos individuos. Una posible
aplicacién de los presentes métodos es el analisis de las caracteristicas de la expresion génica de un feto mediante
el analisis del ARN en una muestra de plasma materno que contiene ARN tanto del feto como de la mujer
embarazada.

En una mezcla que contiene ARN de dos individuos, las caracteristicas de la expresién de cada individuo no pueden
determinarse en base al andlisis de la cantidad total de los diferentes transcritos de ARN en la mezcla porque es
dificil determinar las contribuciones relativas de cada individuo en todo el ARN. La abundancia relativa de los
diferentes transcritos de ARN puede ser Util para el seguimiento del bienestar de un individuo o para detectar una
enfermedad.

En este método, el genotipo de los dos individuos puede determinarse en primer lugar ya sea por genotipado directo
de los individuos o por andlisis familiar. Por ejemplo, si los padres tienen el genotipo de AA y TT, entonces el
genotipo del feto seria AT.

El siguiente ejemplo hipotético ilustra el principio de este método. Para cada uno de los genes de interés, hay un
SNP en la region de codificacion de modo que el polimorfismo se puede observar en las transcripciones de ARN de
los diferentes genes. Suponer que los genotipos del feto y de la mujer embarazada son AB y AA, respectivamente.
Por lo tanto, el alelo B seria especifico para el feto y el alelo A seria compartido entre el feto y la madre. Los niveles
relativos de expresion de los diferentes genes en la placenta y las células de sangre materna son como se muestran
en la Tabla 1.

En este ejemplo, se supone que la placenta y las células sanguineas maternas contribuirian con una proporcion
relativa igual del 2% de cada uno de sus transcritos de ARN en el plasma materno. En otras palabras, si el nivel de
expresion en la placenta de un gen es 10.000, 200 transcripciones de ARN de ese gen contribuirian en el plasma
materno. Como se muestra en la Fig. 1, la relacion alélica B/A muestra una buena relacion positiva con los niveles
relativos de expresién de los respectivos genes en la placenta y en las células sanguineas maternas. Por el
contrario, el nivel de expresion génica total se ve afectado por la fluctuacion de la expresion de las células de la
sangre materna y por lo tanto, se correlacionan peor con la expresion de la placenta (Fig. 2).



ES 2 670 544 T3

€00 0] 06¢ 00€ TT T.0°0 000'T 000'vT av Vv 14
20 0S 0S¢ 00€ T'T S0 000°'S 000°0T av Vv €
S¥'0 00T 0¢¢ 0ce T'T 19T 000°0T 0009 av Vv 4
950 00¢ 09¢ 099 T:T G'C 000°'0¢ 000’8 av Vv T
d o|9e [@ uod Y O|3Je |3 uod [e1a) e oularew seularew
v/9 2101 NHV | NV 9p eAnejal seulsrew seaujnbues
uoloeey NYV 9p "ouo0d ap "ou0)d epuepungqy seaujnbues | ejuaoeid el us se|n|go ua
senj@o/  euade|d) 018} |ap ousarew
oularew ewse|d | eane@l  uoisaldx3 OAle|al ugisaldxa ap |SAIN odiouso odnouas IELS)

Telqel




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 670 544 T3

Otra ventaja de utilizar el andlisis de la relacién alélica es que el nivel de expresion de un gen concreto en la
placenta estd normalizado al nivel de expresién de las células de la sangre materna. Ya que el nivel de expresion
puede variar en gran medida a través de diferentes genes y diferentes muestras, esta normalizacion haria mas
robusta la comparacion con diferentes genes y evitaria la necesidad de comparar con un gen de referencia, por
ejemplo, un gen constitutivo. En otras palabras, en el analisis de la expresion génica convencional, el nivel de
expresion de un gen en una muestra se mide con referencia a un gen constitutivo o como una cantidad para todo el
ARN de la muestra. Para identificar la expresion génica aberrante, convencionalmente, se podria comparar entonces
esos valores relativos de la muestra de ensayo con las muestras de referencia.

En la presente memoria se propone un nuevo método en el que se utilizan las cantidades relativas aportadas por el
feto normalizadas a la contribucién de la madre del mismo gen como medio para determinar las caracteristicas de la
expresion génica. En los estados patoldgicos, por ejemplo preeclampsia, parto prematuro, enfermedades maternas
tales como lupus eritematoso diseminado, mediante los cuales se altera la expresion del gen en la placenta o los
6rganos maternos, la relacién fetal a materna de ese gen se alteraria en comparacion con embarazos sin dichas
enfermedades. Este método puede ponerse en practica también utilizando el alelo SNP especifico del feto en
relacién con el alelo compartido entre los transcritos de ARN en el plasma materno.

El método también se puede poner en practica utilizando el alelo del SNP especifico para la madre con respecto al
alelo compartido entre los transcritos de ARN en el plasma materno. Pueden identificarse enfermedades cuando uno
0 mas de dichas relaciones alélicas para uno o mas transcritos de genes de ARN estan alterados en comparacion
con lo que cabe esperar para un estado no patoldgico. El patron de dichas relaciones alélicas a través de un locus
del gen o multiples locus de genes podria utilizarse para identificar enfermedades. Los estados no patoldgicos
podrian representarse mediante relaciones alélicas en embarazos normales, en muestras obtenidas antes o
después de la prueba cuando el embarazo ya no estiq afectado por el estado patolégico o a partir de datos
existentes previamente obtenidos a partir de embarazos normales, es decir, un intervalo de referencia obtenido
previamente.

Los trastornos relacionados con el embarazo que pueden diagnosticarse empleando los presentes métodos incluyen
cualquiera de los trastornos caracterizados por niveles de expresion relativos anormales de genes en tejido materno
y fetal. Estos trastornos incluyen, pero no se limitan a, preeclampsia, restriccién del crecimiento intrauterino,
placentacion invasiva, nacimiento prematuro, la enfermedad hemolitica del recién nacido, insuficiencia placentaria,
hidropesia fetal, malformacion fetal, sindrome de HELLP, lupus eritematoso diseminado y otras enfermedades
inmunoldgicas de la madre. Los métodos distinguen entre moléculas de ARN aportadas por la madre y el feto en una
muestra que contiene una mezcla de dichas moléculas. Por lo tanto, los métodos pueden identificar cambios en la
contribucion de un individuo (es decir, la madre o el feto) a la mezcla en un locus determinado o para un gen
determinado, incluso si la contribucion del otro individuo no cambia o se mueve en la direccion opuesta. Dichos
cambios no se pueden detectar facilmente cuando se mide el nivel de expresion global del gen sin tener en cuenta el
tejido o el individuo de origen. Los trastornos relacionados con el embarazo, como se expone en la presente
memoria, no se caracterizan por anomalias cromosémicas en el feto, por ejemplo aneuploidia.

Los presentes métodos también se pueden realizar sin informacion previa de genotipado de la placenta. Por
ejemplo, el genotipo de la mujer embarazada puede determinarse por genotipo directo de sus células sanguineas. A
continuacion, los transcritos de ARN de las muestras de plasma pueden analizarse, por ejemplo, pero no limitarse a
la secuenciacion masiva en paralelo. Pueden identificarse transcritos de ARN que muestran dos alelos diferentes.
En este conjunto de transcritos, si la madre es homocigética, indicaria que el feto es heterocig6tico para el alelo
especifico del feto y el alelo materno. En este escenario, el analisis de la relacion alélica de ARN se puede realizar
sin informacion previa del genotipo del feto (o la placenta). Ademas, los casos en que la madre es heterocig6tica
pero el feto es homocigotico pueden ser identificados por una desviacion de una relacion 1:1. En la patente de
EE.UU. n° 8.467.976 se describen més detalles de dichas técnicas.

A. Método de diagndstico

Un método 300 para el diagndstico de un trastorno relacionado con el embarazo segun algunas realizaciones se
muestra en la Fig. 3. El método utiliza una muestra de una hembra embarazada con un feto. La muestra puede ser
de plasma sanguineo materno y contiene una mezcla de moléculas de ARN materno y fetal. La muestra puede
obtenerse segun se desee, de una hembra en cualquier fase del embarazo. Por ejemplo, mujeres embarazadas en
el primer, segundo Yy tercer trimestre con embarazos de un solo feto pueden servir como pacientes. Las mujeres
embarazadas del primer y segundo trimestres se pueden clasificar como "casos en la fase inicial del embarazo "y
las mujeres embarazadas del tercer trimestre, se pueden clasificar como "casos en la fase final del embarazo”. En
algunas realizaciones, las muestras también se pueden recoger después del parto del feto, o de la misma persona
antes y después del parto, y las muestras de las hembras no embarazadas pueden servir como referencias. Las
muestras se pueden obtener en cualquier momento después del parto (por ejemplo, a las 24 horas).

La muestra puede obtenerse de la sangre periférica. Una muestra de sangre materna puede tratarse como se
desee, por ejemplo, por centrifugacion para separar las células sanguineas del plasma. Pueden afiadirse
estabilizadores a la muestra de sangre o partes de la misma, y la muestra se puede almacenar antes de su uso. En
algunas realizaciones, también se obtienen muestras de tejido fetal, por ejemplo vellosidades coridnicas, liquido
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amniotico, o tejido placentario. El tejido fetal se puede utilizar para determinar genotipos fetales, como se expone
mas adelante. El tejido fetal se puede obtener antes o después del parto.

Una vez se obtiene una muestra, el ARN o el ADN puede entonces extraerse de las células de la sangre materna y
el plasma, asi como de cualquier tejido fetal tal como una muestra de la placenta. Pueden pretratarse muestras de
ARN placentario y de células sanguineas, tal como con el Ribo-Zero Gold Kit (Epicenter), para eliminar el ARN
ribosémico (ARNr) antes de la preparacién de la biblioteca de secuenciacion.

En la etapa 301 del método, se recibe un gran nimero de lecturas. Las lecturas se obtienen de un analisis de
moléculas de ARN obtenidas de la muestra. En diversas realizaciones, las lecturas pueden obtenerse por
secuenciacion, PCR digital, RT-PCR y espectrometria de masas. Aunque la exposicion se centra en la
secuenciacion, los aspectos de la descripcion son también aplicables a otras técnicas de obtencién de las lecturas.
Por ejemplo, la PCR digital (incluidas PCR microfluida y en gotas) puede proporcionar conocimiento de diferentes
alelos en un locus determinado utilizando sondas (incluidos los cebadores) dirigidos a cada alelo. Las sondas
pueden llevar marcadores para que sean distinguibles entre si, por ejemplo presentando diferentes colores. En el
mismo experimento 0 en un experimento diferente (por ejemplo, en un portaobjetos o chip separado), sondas con
diferentes marcadores pueden dirigirse a diferentes locus. La deteccion de los marcadores refleja la presencia y/o
cantidad de moléculas de ARN o de ADNc que estan amplificAndose y corresponde con las lecturas de las
moléculas de ARN o ADNc, donde tales lecturas proporcionan informacion sobre una secuencia de las moléculas de
ARN o ADNc en los locus correspondientes a las sondas. La descripcion en relacién con las "lecturas de
secuencias” se aplica igualmente a lecturas obtenidas mediante cualquier técnica adecuada, incluidas las técnicas
sin secuenciacion.

La secuenciacién se puede realizar como se desee, utilizando cualquier tecnologia disponible. Ejemplos de
tecnologias y métodos de secuenciacion de acidos nucleicos incluyen la secuenciacion masiva en paralelo, la
secuenciacion de la siguiente generacion, la secuenciacion de todo el genoma, la secuenciacion del exoma,
secuenciacion con o sin enriquecimiento de objetivo, la secuenciacion por sintesis (p. €j., secuenciacion por
amplificacion, amplificacion clonal, amplificacion puente, secuenciacion con terminadores reversibles), la
secuenciacion por ligadura, la secuenciacion por hibridacion (p. €j., la secuenciacion de chips), secuenciacion de
una sola molécula, de secuenciacion en tiempo real, la secuenciacion por nanoporos, pirosecuenciacion, la
secuenciacion por semiconductores, la secuenciacibn por espectroscopia de masas, la secuenciacion por
perdigonada y la secuenciacion de Sanger. En algunas realizaciones, la secuenciacion se realiza utilizando técnicas
masivas en paralelo sobre una biblioteca de ADNc preparada a partir de ARN en la muestra. Las bibliotecas de
ADNCc se pueden sintetizar como se desee, por ejemplo usando el mRNA-Seq Sample Preparation Kit (lllumina)
siguiendo las instrucciones del fabricante o con ligeras modificaciones. En algunas realizaciones, la ADN de Klenow
polimerasa diluida 5 veces se utiliza para la etapa de reparacion en el extremo de ADNc del plasma. El equipo de
purificacién por PCR QIlAquick y el equipo QIAquick MinElute (Qiagen) se pueden utilizar para purificar productos
reparados en el extremo y adenilados, respectivamente. En algunas realizaciones, se utilizan adaptadores
emparejado en el extremo diluidos 10 veces para la muestra de ADNc del plasma, o se llevan a cabo dos rondas de
purificacién para los productos ligados al adaptador utilizando las perlas AMPure XP (Ageticourt). Una biblioteca de
ADNCc puede secuenciarse para 75 pares de bases en un formato de extremos emparejados en un instrumento
HiSeq 2000 (lllumina), o usar otros formatos o instrumentos.

En la etapa 302, se determinan ubicaciones de las lecturas en una secuencia de referencia. Por técnicas basadas en
PCR, puede determinarse una ubicacion, por ejemplo, haciendo coincidir el color de un marcador detectado en una
sonda o cebador para la secuencia para la que la sonda o cebador es especifico. Por técnicas de secuenciacion, la
ubicacion puede determinarse alineando la secuencia de lectura con la secuencia de referencia. La alineacion de
secuencias puede realizarse mediante un sistema informético. Puede utilizarse cualquier tuberia bioinformatica para
el preprocesamiento de datos en bruto (tal como la eliminacion de lecturas muy duplicadas y lecturas de baja
calidad), alineacion de datos y/o normalizacion de datos. Los niveles de transcripcion de ARN en las células de
sangre materna, tejidos de la placenta y plasma materno pueden calcularse como fragmentos por kilobase por
millonésima de lecturas exénicas (FPKM). Para la determinacion de relaciones alélicas, el preprocesamiento de
datos y la alineacion se pueden realizar, pero no se requiere normalizacion de datos. Para la alineaciéon puede
utilizarse cualquier secuencia de referencia (por ejemplo, el genoma humano de referencia hgl19).

En un ejemplo de realizacion de las etapas 301 y 302, después de la eliminacion de lecturas duplicadas y lecturas
de ARNr, se obtuvieron un promedio de 3 millones de lecturas analizables para cada muestra de plasma de mujer no
embarazada; un promedio de 12 millones de lecturas analizables se obtuvieron para cada muestra de plasma de
mujeres embarazadas. Para RNA-seq en tejidos, se obtuvieron un promedio de 173 millones y 41 millones de
lecturas analizables por muestra para la placenta y las células sanguineas, respectivamente. Las estadisticas de
alineacion de RNA-seq se resumen en las Fig. 4 y 5. El contenido por GC de lecturas secuenciadas también se
examiné en todas las muestras (Fig. 6A y tabla 2).
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Tabla 2. Proporcién de lecturas secuenciadas ricas en GC en bibliotecas de RNA-seq

Tipo de muestra Muestra Tratamiento Lecturas ricas en GC (% de lecturas en bruto)
Plasma M9356P Disminucién de ARNr 49,28%
M9415P Ninguno 0,00%
Placenta N9356 Disminucion de ARNr 0,15%
Célu}as M9356W Disminucion de ARNr 0,30%
sanguineas

a. Las lecturas en bruto se alinearon frente a la secuencia rica en GC montada de nuevo por BLAST (NCBI).

En la etapa 303, se identifican uno o locus mas informativos. Esta etapa puede determinar o hacer deducciones
acerca de los genotipos de la hembra y el feto en el locus dentro del genoma, y comparar estos genotipos. Un locus
se considera informativo si es homocigoético en una primera entidad para un primer alelo correspondiente (p. €j., AA),
y es heterocigético en una segunda entidad para el primer alelo correspondiente y un segundo alelo correspondiente
(p. €j., AB). La primera entidad puede ser la hembra embarazada o el feto, y la segunda entidad es el otro de entre el
la hembra embarazada y el feto. En otras palabras, un individuo (ya sea la madre o el feto) es homocigético, y el otro
individuo es heterocigdtico, para cada locus informativo.

Los locus informativos pueden clasificarse ademés segun qué individuo es heterocigético y el Unico contribuyente de
un alelo. Un locus se considera un locus materno informativa, o analogamente un locus materno especifico, si el feto
es homocigético y la hembra embarazada es heterocigotica. Un locus se considera un locus fetal informativo, o
analogamente un locus fetal especifico, si la hembra embarazada es homocigética y el feto es heterocigoético. En la
etapa 303, todos los locus informativos identificados son materno especificos o fetal especificos, porque el mismo
individuo sirve como segunda entidad para todos estos locus.

Un locus informativo puede representar un polimorfismo de un solo nucleétido o "SNP", en donde el primer alelo y el
segundo alelo difieren en la identidad de un solo nucleétido. Un locus informativo también puede representar una
corta insercion o eliminacion, en donde uno o méas nucleétidos se insertan o eliminan en un alelo en comparacion
con el otro alelo.

En algunas realizaciones, el genotipo de la hembra embarazada en uno o mas locus informativos, o en cada locus
informativo, se determina por secuenciacion del ADN genémico obtenido del tejido materno. El tejido materno puede
ser células de sangre materna o cualquier otro tipo de tejido. En algunas realizaciones, el genotipo del feto en uno o
mas locus informativos, o en cada locus informativo, se determina por secuenciacion del ADN gendmico obtenido del
tejido fetal, tales como la placenta, vellosidades coriénicas, liquido amniético. Si se prefiere un método menos
invasivo, el ADN fetal puede obtenerse también para la secuenciacion de una muestra de sangre materna. La misma
muestra usada para obtener las moléculas de ARN para la secuenciacion puede ser la fuente de dicho ADN fetal, o
puede utilizarse una muestra diferente. Se valorara que los locus fetales informativos puedan ser identificados sin
genotipar directamente el feto. Por ejemplo, si se determina que la hembra embarazada es homocigética para un
primer alelo en un locus, y la secuenciacion de ARN indicar la presencia de un segundo alelo en la mezcla de RNA
materno y fetal, entonces el feto se puede suponer que es heterocigoético en este locus.

En algunas realizaciones, tanto la madre como el feto se genotipan utilizando métodos masivamente paralelos para
identificar locus informativos. La secuenciacion se puede realizar en células de sangre materna enriquecidas con
exoma y muestras de ADN gendmico de placenta. El ADN gendmico se puede extraer de los tejidos de la placenta y
de células sanguineas maternas utilizando el QlAamp DNA Kit y el QlAamp Blood Kit (ambos de Qiagen),
respectivamente, siguiendo las instrucciones del fabricante. El enriquecimiento con exoma y la preparacion de la
biblioteca de secuenciaciéon se pueden realizar utilizando el TruSeq Exoma Enrichment Kit (lllumina) siguiendo el
protocolo del fabricante. Pueden secuenciarse las bibliotecas de 75 pb en un formato PE en un instrumento HiSeq
2000 (lllumina).

En la etapa 304, se filtran uno o mas locus informativos. Como se emplea en la presente memoria, "filtrar" significa
seleccionar determinados locus informativos, fuera de los identificados en la etapa 303, para su posterior analisis.
Un locus informativo "filtrado" es un locus seleccionado de este modo. La seleccidn puede hacerse sobre la base de
uno o mas criterios. Uno de dichos criterios es cuando los locus informativos se encuentran en el genoma o en una
secuencia de referencia. En algunas realizaciones, solamente los locus situados dentro de un exén o la regién
expresada de la secuencia de referencia se analizan ademas.

Otro criterio para el filtrado es el nimero de lecturas de secuencias, fuera de todas las recibidas en la etapa 301 y
alineadas con la secuencia de referencia en la etapa 302, que se alinean con el locus y contienen cada alelo. En
algunas realizaciones, un locus informativo filtrado debe tener asociado a él al menos un primer nimero
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predeterminado de lecturas de secuencias que contiene el primer alelo, y/o un segundo nimero predeterminado de
lecturas de secuencias que contienen el segundo alelo. Los numeros predeterminados pueden ser 1, 2 o mas, y
pueden corresponder a una calidad de lectura o profundidad de secuenciacién deseadas. Como resultado de la
filtracion, se identifican uno o mas locus informativos filtrados.

En algunas realizaciones, solamente los locus informativos que representan SNP sone consideran para el filtrado.
En un ejemplo del método, se examinaron aproximadamente un millon de SNP en la base de datos NCBI dbSNP
Build 135, todos ellos situados en los exones, y se identificaron los SNP informativos de este millon utilizando
genotipos maternos y fetales. Para ilustracion de SNP informativos, Se asigné "A" como alelo compartido y "B" como
alelo materno- o fetal-especifico. Los SNP informativos incluian aquellos con un alelo de SNP especifico de la
madre, es decir, "AA" en el feto y "AB" en la madre en un locus dado, y aquellos con un alelo de SNP fetal-
especifico, es decir, "AA" en la madre y " AB" en el feto, en un locus dado. Los genotipos se designaron usando una
tuberia de bioinformatica interna. Para realizar el filtrado, se incluyeron para analisis solamente los SNP informativos
en los que tanto el alelo "A" como el alelo "B" presentaban al menos un recuento de lecturas, respectivamente.

En las etapas 305 y 306, las lecturas de secuencias que alinean a cada locus informativo filtrado se cuentan y
clasifican dependiendo de qué alelo contienen. Para cada locus informativo filtrado, se determinan dos ndmeros: un
primer nimero, que es el ndmero de lecturas de secuencias que se alinean al locus y que contienen el
correspondiente primer alelo (es decir, el alelo compartido); y un segundo nimero, que es el nimero de lecturas de
secuencias que se alinean al locus y que contienen el segundo alelo correspondiente (es decir, el alelo materno- o
fetal-especifico). El primer nimero y el segundo nimero pueden calcularse como se desee. El primer nimero mas el
segundo numero para cada locus proporciona un namero total de lecturas de secuencias que se alinean al locus.
Una relacion del primer numero y el segundo numero para un determinado locus informativo filtrado puede
denominarse una "relacion alélica".

En las etapas 307 y 308, los nimeros de los primeros alelos y los segundos alelos se suman en todos los locus
informativos filtrados. En la etapa 307, se calcula una primera suma de los primeros ndmeros. La primera suma
representa el nUmero total de lecturas de secuencias que contiene los primeros alelos correspondientes (es decir,
los alelos compartidos) para los locus informativos filtrados. En la etapa 308, se calcula una segunda suma de los
segundos numeros. La segunda suma representa el nimero total de lecturas de secuencias que contiene los
segundos alelos correspondientes (es decir, los alelos materno- o fetal-especificos) para los locus informativos
filtrados. Las sumas se pueden calcular como se desee, utilizando todos los locus informativos filtrados identificados
en la etapa 304 o uno de sus subconjuntos. En algunas realizaciones se ponderan las sumas. Por ejemplo, las
contribuciones a las sumas de locus de un determinado cromosoma se pueden escalar hacia arriba o abajo
multiplicando los primeros nimeros y segundos ndmeros para esos locus por un escalar.

En la etapa 309, se calcula una relacion de la primera suma y la segunda suma. Esta relacion representa el nimero
relativo de lecturas de secuencias para los primeros alelos y segundo alelos, agregados en todos los locus
informativos filtrados. En algunas realizaciones, la relacion se calcula simplemente como la primera suma dividida
por la segunda suma. Dicho célculo da el niumero de lecturas de secuencias para alelos compartidos como un
multiplo de las lecturas de secuencias para alelos materno- o fetal-especificos. Alternativamente, la relacion se
puede calcular como la segunda suma dividida por la suma de la primera suma y la segunda suma. Aqui la relacion
proporciona el numero de lecturas de secuencias para los alelos especificos para la madre o el feto como una
fraccion de todas las lecturas de secuencias. Otros métodos de célculo de la relacion seran evidentes para el
experto en la materia. La primera suma y la segunda suma, a partir de las cuales se calcula la relacién, pueden
servir como representantes de las cantidades de ARN (es decir, transcritos) presentes en la muestra que se originan
a partir de los alelos compartidos y especificos, para los locus informativos filtrados.

En la etapa 310, la relacidn calculada en la etapa 309 se compara con un valor discriminatorio para determinar si el
feto, la madre o el embarazo tienen un trastorno relacionado con el embarazo. En diversas realizaciones, un valor
discriminatorio puede determinarse a partir de una 0 mas muestras obtenidas de hembras embarazadas sin
trastorno relacionado con el embarazo (es decir, pacientes de referencia) y/o determinarse a partir de una o mas
muestras obtenidas de hembras embarazadas con el trastorno relacionado con el embarazo. En algunas
realizaciones, el valor discriminatorio se determina realizando el mismo método que se ha descrito anteriormente en
muestras de pacientes de referencia, y examinando el mismo o un conjunto de la superposicion de locus
informativos filtrados. Un valor discriminatorio puede ajustarse a un valor entre los valores esperados para
embarazos sin un trastorno y los valores esperados para embarazos con un trastorno. El valor discriminatorio puede
basarse en una diferencia estadistica a partir de un valor normal.

En algunas realizaciones, la relacién calculada para la hembra embarazada (como en la etapa 309) usa locus
informativos filtrados en un determinado conjunto de genes, y una relacién (es decir, el valor discriminatorio) se
calcula para los pacientes de referencia utilizando locus informativos filtrados en algunos o todos los genes iguales.
Si la relacion calculada para la hembra embarazada se basa en alelos especificos de la madre, entonces el valor
discriminatorio calculado para las pacientes de referencia puede también basarse en alelos especificos de la madre.
Del mismo modo, la relacién y el valor discriminatorio pueden ambos estar basados en alelos fetal-especificos.

La comparacion entre la relacién y el valor discriminatorio puede realizarse como se desee. Por ejemplo, un
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trastorno puede diagnosticarse si la relacion excede el valor discriminatorio o cae por debajo del valor
discriminatorio, en cualquier cantidad o en un determinado margen. La comparacion puede implicar el calculo de una
diferencia o el célculo de otra relacién entre la relaciéon para la hembra embarazada y el valor discriminatorio. En
algunas realizaciones, la comparacion implica evaluar si los niveles relativos de expresién de alelos compartidos y
no compartidos para determinados genes difieren significativamente entre la hembra embarazada y las pacientes de
referencia.

Si se desea, el método también se puede usar para estimar una parte de ARN en la muestra que es de origen
materno o fetal. La estimacion se hace multiplicando la relacion calculada en la etapa 309 por un escalar. El escalar
representa un nivel de expresion total en los locus informativos filtrados con respecto a la expresion de los segundos
alelos en el individuo heterocigético.

El ejemplo siguiente ilustra la aplicacion del escalar. Si los segundos alelos contados en el método son fetal-
especificos, entonces la relacion calculada en la etapa 309 puede proporcionar el nimero de lecturas de secuencias
para alelos fetal-especificos como una fraccion de todas las lecturas de secuencias para los locus informativos
filtrados. De las lecturas de secuencias que contienen el alelo compartido, algunos estan aportados por la madre y
algunos estan aportados por el feto. Si se conocen los niveles relativos de expresion de los alelos especificos para el
feto y compartidos en el feto, o pueden estimarse, entonces la relacion se puede escalar para obtener una
estimacion de la contribucién fetal fraccionada para todas las lecturas de secuencias para los locus informativos
filtrados.

En algunas realizaciones, los alelos fetales y compartidos se expresan de forma simétrica en la mayoria de los locus
y el escalar se supone que es aproximadamente dos. En otras realizaciones, el escalar se aparta de dos y tiene en
cuenta la expresion génica asimétrica®®. La contribucién materna fraccionada a las lecturas de secuencias es
entonces uno menos la contribucién fetal fraccionada. Calculos similares pueden hacerse cuando los segundos
alelos en los locus informativos filtrados son especificos de la madre.

B. Ejemplos:
1. Correlacion de relaciones alélicas y concentraciones plasméticas

Se analizaron las caracteristicas de la expresion de una muestra de plasma materno (edad de gestacion 37 2/7) y se
compararon con la placenta correspondiente y las células de sangre materna para una mujer embarazada. Se
realiz6 la secuenciacion masiva en paralelo de ARN para cada una de estas muestras utilizando el instrumento
lllumina HiSeq 2000. La placenta y las células de sangre materna se genotiparon mediante secuenciacion del exoma
por secuenciacion masiva en paralelo. Se examinaron aproximadamente un millén de SNP en la base de datos
NCBI dbSNP Build 135 que se encuentran en los exones, y se clasificaron los SNP informativos cuando la madre es
homaocigética (genotipo AA) y el feto es heterocigético (genotipo AB). Por lo tanto, el alelo A seria el alelo compartido
entre la madre y el feto y el alelo B es especifico del feto.

Las relaciones alélicas ARN-SNP y las concentraciones plasmaticas totales de diferentes transcritos de ARN en el
plasma materno se representan frente a los niveles relativos de expresion histica (placenta/células sanguineas) (Fig.
7). Se puede observar que la relacion alélica ARN-SNP en el plasma se correlaciona bien con el nivel relativo de
expresion histica (R de Spearman = 0,9731679, P = 1,126e-09). Sin embargo, el nivel plasmatico total no se
correlacioné con la expresion tisular (R de Spearman = -0,7285714, P = 0,002927).

Ademas de los analisis de la expresion fetal, este método también puede utilizarse para la caracterizacion de la
expresion materna. En este escenario, se pueden utilizar los SNP informativos que la madre es heterocigotica
(genotipo AB) y el feto es homocigético (genotipo AA). La relacion alélica ARN-SNP se puede calcular entonces
como el recuento alélico especifico de la madre dividido por el recuento de los alelos compartidos. En la Fig. 8, las
relaciones alélicas ARN-SNP vy los niveles totales en el plasma de diferentes genes que contienen SNP informativos
se representan frente al nivel de expresion histica relativo (células sanguineas/placenta). Se puede observar una
buena relacion positiva entre el nivel de expresion histica con la relacion alélica ARN-SNP en el plasma materno (R
de Spearman = 0,9386, P <2,2e-16), pero no los niveles totales de transcripcion en el plasma (R de Spearman =
0,0574, P = 0,7431).

Los transcritos de ARN, sus relaciones alélicas ARN-SNP y sus concentraciones en el plasma se tabulan en la fig. 9
y la fig. 10.

2. Comparacion de la relacion alélica-SNP ARN del plasma materno para los casos de preeclampsia y embarazo de
referencia

Para los casos de dos hembras embarazadas, se obtuvieron un nimero medio de 117.901.334 fragmentos en bruto
(TABLA 3A). La relacion alélica ARN-SNP de un subconjunto de transcritos circulantes que llevan alelos SNP
especificos de la madre se compar6 entre un caso de preeclampsia de aparicion tardia en el tercer trimestre (PET),
5641, y su caso de referencia de igual edad de gestacion, 7171. Como se muestra en la Fig. 11A, las relaciones
alélicas ARN-SNP de estos transcritos representaron unas caracteristicas diferentes en PET y los casos de
referencia. Es importante destacar que, las caracteristicas de la relacion alélica ARN-SNP son distintas de las
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caracteristicas del nivel de transcripcién de plasma, como se muestra en la Fig. 11B. Esta sugiere que el analisis de
la relacion alélica ARN-SNP en el plasma de materna podria ser utilizado como otro indicador para distinguir mejor
los casos PET de un casos de embarazo normal. El nimero de transcritos informativos podria aumentarse mas con
un mayor numero de SNP informativos, ejemplificados por la comparacion entre el caso de PET, 5641, y otro caso
de referencia de embarazo normal, 9356 (Figs. 12A y 12B). Las relaciones alélicas ARN-SNP y el nivel en el plasma
de los transcritos de ARN se muestran en la Fig. 11 y la Fig. 12 se tabulan en la Fig. 13 y Fig. 14, respectivamente.

Tabla 3A: Compendio de resultados de alineacién de lecturas de ARN-seq

i Lecturas en Lecturas oD Lecturas N
Tipo de muestra Muestra bruto preprocesadas® (%) cartografiables® (%)
Plasma 5641 | 119.902.178 |  30.106.800 25,11% 4.001.376 13,29%
materno (Preeclampsia)
Plasma 717t 115.900.490 | 29.160.920 | 2516% 1.397.345 4,79%
materno (Referencia)
a. Lecturas conservadas tras la eliminacién de lecturas muy repetitivas.
b. % de lecturas en bruto.
c. Paraandlisis detallado véanse Datos complementarios en tabla 2B.
d. % de las lecturas preprocesadas.
Tabla 3B: Compendio de resultados de alineacién de lecturas de ARN-seq
Tipo de Lecturas Lecturas P f Region
muestra Muestra filtradas® analizables® Exon (%) Intron (%) intergénica (%)°
Plasma 5641 2.579.163 1.422.213 44,87% 12,32% 42,80%
materno (Preeclampsia)
Plasma /17l 790.735 606.610 37,69% 16,09 46,22%
materno (Referencia)

a. La mayoria de las lecturas filtradas son los ARNr y los ARNt nucleares y mitocondriales.
b. Lecturas analizables = lecturas cartografiables totales — lecturas filtradas.

c. % de lecturas que se alinean a regiones fuera de exones e intrones de los genes de referencia.

I1l. Método de determinacién de la contribuciéon del ARN fetal o materno
A. Método

En la Fig. 15 se muestra un método 1500 para determinar, en una muestra de una hembra embarazada con un feto,
una parte de ARN que es de origen fetal. La muestra se puede preparar y obtener como se expuso anteriormente
para el método 300.

En la etapa 1501, se reciben un gran ndmero de lecturas de secuencias. En la etapa 1502, las lecturas de
secuencias, estan alineados con una secuencia de referencia. Estas etapas se pueden realizar como se describid
anteriormente para las etapas 301 y 302.

En la etapa 1503, se identifican una o mas locus informativos maternos. Cada locus informativo materno es
homocigético en el feto para un primer alelo correspondiente y heterocig6tico en la hembra embarazada para un
primer alelo correspondiente y un segundo alelo correspondiente. El primer alelo es compartido por lo tanto entre la
madre y el feto, y el segundo alelo es especifico de la madre. Los locus maternos informativos pueden identificarse
como se describio anteriormente para la etapa 303.

En la etapa 1504, los locus informativos maternos se filtran, como en la etapa 304, y se identifican uno o mas locus
informativos maternos filtrados. Las lecturas de secuencias se manipulan entonces en cada uno de los locus
informativos maternos filtrados en las etapas 1505-1511. En las etapas 1505 y 1506, se determinan un primer
numero y un segundo numero para cada locus materno informativo filtrado. El primer nUmero se determina en la
etapa 1505 como el nimero de lecturas de secuencias que se alinean al locus y que contienen el correspondiente
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primer alelo. El segundo nimero se determina en la etapa 1506 como el nimero de lecturas de secuencias que se
alinean al locus y que contienen el correspondiente segundo alelo. Las etapas 1505 y 1506 se pueden realizar de
manera similar a las etapas 305 y 306, expuestas anteriormente.

En la etapa 1507, para cada locus informativo materno se calcula una suma del primer nimero y el segundo
namero. La suma puede ser equivalente al nimero total de lecturas de secuencias que se alinean al locus. En la
etapa 1508, se calcula una relacion materna dividiendo el segundo nimero por la suma. La relacién materna
proporciona la fraccién de todas las lecturas de secuencias que se alinean a cada locus que contiene el segundo
alelo (especifico de la madre).

En la etapa 1509, se determina un escalar. El escalar representa un nivel de expresion total en el locus informativo
materno filtrado con relacion a la expresién del segundo alelo correspondiente en la hembra embarazada. En
algunas realizaciones, donde la expresion de los dos alelos en la hembra embarazada se sabe o se supone que son
simétricos, el escalar es de aproximadamente dos. En otras realizaciones, el escalar puede apartarse de dos y tener
en cuenta la expresion génica asimétrica. Como la mayoria de locus expresan de forma simétrica, la suposicion de
simetria es valida.

En la etapa 1510, la relaciébn materna se multiplica por el escalar para obtener una contribucion materna. La
contribucion materna representa, en el locus informativo materno filtrado, la fraccion de lecturas de secuencias (o,
por extension, la fraccion de ARN en la muestra) que aporta la madre. Uno menos la contribucién materna es la
contribucion fetal, o la fraccién de lecturas de secuencias aportadas por el feto. En la etapa 1511, se calcula la
contribucion del feto para el locus informativo materno filtrado.

En la etapa 1512, se determina una parte de ARN en la muestra que es de origen fetal. La parte es la media de las
contribuciones fetales para los locus informativos maternos filtrados. En algunas realizaciones, este promedio se
pondera, por ejemplo, por las sumas calculadas para los locus informativos maternos filtrados. Mediante el célculo
de una media ponderada, la parte determinada en la etapa 1512 puede reflejar los niveles de expresién relativos de
diferentes locus o genes en la muestra.

La parte de ARN en la muestra que es de origen fetal puede calcularse para un locus informativo materna filtrado,
muchos de dichos locus, o todos los dichos locus para los cuales se obtienen datos de secuenciacion. Se valorara
gue esta parte refleje el transcriptoma circulante en la hembra embarazada concreta en el momento de obtencién de
la muestra. Si las muestras se obtienen de la persona en diferentes momentos durante el curso de la gestacion, el
conjunto de locus informativos maternos filtrados identificados en el método 1500 puede variar de una muestra a la
siguiente, ya que pueden determinarse las porciones de ARN de origen fetal en estos locus. La parte de ARN en una
muestra que es de origen fetal también puede variar de una persona a otra, incluso cuando se controla la etapa
gestacional u otros factores, y puede diferir entre una paciente que tiene un trastorno relacionado con el embarazo y
una persona sana. Por consiguiente, la parte se puede comparar con un valor discriminatorio para diagnosticar un
trastorno de este tipo.

En algunas realizaciones, el valor discriminatorio se determina realizando el método 1500 que utiliza muestras
procedentes de una 0 mas personas sanas. En algunas realizaciones, se hace un diagnéstico si la parte excede del
valor discriminatorio o cae por debajo del mismo, en cualquier cantidad o por un determinado margen. La
comparacion puede implicar el célculo de una diferencia o el calculo de una relacién entre la parte del ARN de origen
fetal en la hembra embarazada y el valor discriminatorio. En algunas realizaciones, la comparacion implica evaluar si
la parte de ARN de origen fetal en la hembra embarazada difiere significativamente de lo que se ve en las mujeres
embarazadas sanas en periodos gestacionales similares.

La parte de ARN en la muestra que es de origen fetal también puede determinarse examinando locus informativos
fetales. En cada locus informativo fetal, esta parte se puede estimar calculando en primer lugar una relacion fetal,
que es el nimero de lecturas de secuencias que contiene el segundo alelo (especifico del feto) dividido por el
namero total de lecturas de secuencias. La contribucion fetal es entonces la relacion fetal multiplicada por un escalar
que representa los niveles de expresion relativos de los dos alelos en el feto. En consecuencia, una variacion del
método 1500 puede llevarse a cabo identificando locus informativos fetales, filtrando estos locus, calculando una
contribucion fetal para cada locus filtrado y promediando las contribuciones fetales para los locus informativos
filtrados. Si se desea, la parte de origen fetal del ARN determinada por el método 1500 puede aumentarse
promediando las contribuciones fetales calculadas para locus informativos maternos filtrados con contribuciones
fetales calculadas para locus informativos fetales filtrados. Los promedios calculados en la presente memoria
pueden ponderarse, para reflejar la variacion en el niumero de lecturas de secuencias en diferentes locus, para dar
mas peso a los locus especificos de la madre o del feto, o de otra manera segun se desee.

B. Ejemplos
1. Identificacion y estimacion del transcripto fetal y materno en plasma materno

Genes informativos, definidos como genes con al menos un SNP informativo, se identificaron en primer lugar en
base a los datos de genotipado. En los dos casos de embarazo en la fase inicial, un nimero total de 6.714 y 6.753
genes informativos estaban disponibles para examinar las proporciones relativas de las contribuciones fetales y
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maternas, respectivamente (Fig. 16 y 17). En los dos casos de embarazo en la fase final, un nimero total de 7.788 y
7.761 genes informativos estaban disponibles para examinar las proporciones relativas de las contribuciones fetal y
materna, respectivamente. Para medir la proporciéon relativa de contribucion fetal en el plasma materno, se
clasificaron transcritos de ARN, donde los alelos especificos del feto fueron cubiertos por al menos una lectura de
ARN-seq en las muestras de plasma materno. Las proporciones relativas de dichos transcritos del feto fueron 3,70%
y 11,28% durante gestaciones prematuras y tardias, respectivamente. Utilizando un método similar, las proporciones
relativas de contribucién materna en la circulacion, examinadas usando los alelos SNP especificos de la madre, se
estimé que eran 76,90% y 78,32% durante las gestaciones prematura y tardia, respectivamente (Fig. 18A).

2. Comparacion de la contribucion fetal y materna fraccionaria de ARN-SNP para PET y los casos de embarazo de
referencia

Se ha examinado la contribucion fetal y materna fraccionaria para el transcrito GNAS, que se detectd tanto en el
caso de PET, 5641, como en su caso de referencia de igual edad de gestacién, 7171. En el transcrito GNAS, habia
un sitio de SNP informativo que comprende el alelo SNP especifico del feto en el locus rs7121 en el caso 5641, en el
mismo sitio SNP en el caso 7171, habia un alelo SNP especifico de la madre. Las contribuciones fetales y maternas
fraccionarias para este sitio SNP en el caso 5641 se calcul6 que eran 0,09 y 0,91, respectivamente. Por otra parte,
las contribuciones fetales y maternas fraccionarias para el mismo sitio de SNP en el caso de 7171 fueron 0,08 y
0,92, respectivamente (Fig. 19). En comparacion con el caso de referencia 7171, hubo un aumento de 12,5% en la
contribucion fetal fraccionada y una disminucién 1,09% en la contribucion maternal fraccionaria en este transcrito.
Curiosamente, se detecté un aumento del 21% en FPKM para este transcrito en el caso 5641 en comparacion con el
7171.

IV. Método de designar un locus gendmico como marcador o fetal
A. Método

Un método 2000 de designacion de un locus genémico como marcador materno o fetal se muestra en la Fig. 20. El
método implica el analisis de una muestra de una hembra embarazada con un feto. La muestra puede ser de plasma
de la sangre materna y contiene una mezcla de moléculas de ARN de la madre y del feto. La muestra se puede
obtener y preparar como se expuso anteriormente para el método 300.

En la etapa 2001, se reciben un gran nimero de lecturas de secuencias. En la etapa 2002, las lecturas de
secuencias, estan alineadas con una secuencia de referencia. Estas etapas se pueden realizar como se describié
anteriormente para las etapas 301 y 302.

En la etapa 2003, se identifican uno o mas locus informativos. Cada locus es homocig6tico en una primera entidad
para un primer alelo correspondiente y heterocigético en una segunda entidad para el correspondiente primer alelo y
un correspondiente segundo alelo. La primera entidad es la hembra embarazada o el feto, y la segunda entidad es el
otro de entre la hembra embarazada y el feto. Los locus informativos pueden identificarse como se describid
anteriormente para la etapa 303.

En la etapa 2004, los locus informativos se filtran, como en la etapa 304, y se identifican uno o mas locus
informativos filtrados. En algunas realizaciones, solamente los locus informativos que representan los SNP se
consideran para el filtrado. En un ejemplo del método, los locus informativos filtrados incluian SNP informativos con
al menos una lectura de secuencia para el alelo "A" y una lectura de secuencia para el alelo "B" en el plasma
materno.

Las lecturas de secuencias, se manipulan a continuacién en cada uno de los locus informativos filtrados en las
etapas 2005-2008, En las etapas 2005 y 2006, para cada locus informativo filtrada se determinan un primer nimero
y un segundo nimero. El primer nimero se determina en la etapa 2005 como el nimero de lecturas de secuencias
gue se alinean al locus y que contienen el correspondiente primer alelo. El segundo nimero se determina en la
etapa 2006 como el nimero de lecturas de secuencias que se alinean al locus y que contienen el segundo alelo
correspondiente. Las etapas 2005 y 2006 pueden realizarse de manera similar a las etapas 305 y 306, expuestas
anteriormente.

En la etapa 2007, se calcula una relacién del primer namero y el segundo ndmero para cada locus informativo
filtrado. Esta relacion representa las abundancias relativas de lecturas de secuencias (y, por extensién, los
transcritos en la muestra) que contienen el primer alelo y el segundo alelo. En algunas realizaciones, la relacién se
calcula simplemente como el primer nimero dividido por el segundo ndmero. Dicho célculo da el nimero de lecturas
de secuencias para el alelo compartido como un miltiplo de las lecturas de secuencias para el alelo especifico
materno o fetal. Esta relacion, o su reciproca, puede considerarse una relacion alélica, y para los locus de SNP, una
relacién alélica ARN-SNP.

En algunas realizaciones, para los SNP informativos que incluyen alelos de SNP especificos para la madre, la
relacion alélica ARN-SNP para cada SNP se calcula como alelo especifico para la madre:alelo compartido. Por otra
parte, para los SNP informativos que incluyen alelos de SNP especificos para el feto, la relacion alélica ARN-SNP
puede calcularse como alelo especifico para el feto: alelo compartido. A diferencia de andlisis de expresion génica,
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en el que la normalizacion de datos es un prerrequisito, el analisis de la relacién alélica ARN-SNP no requiere
normalizacion de datos y se introduce menos sesgo. Para los transcritos que contienen mas de un SNP informativo,
se puede calcular una relacién alélica ARN-SNP para cada sitio SNP informativo y se puede calcular una relacion
alélica ARN-SNP media por transcrito.

En la etapa 2007, la relacion puede calcularse alternativamente como el segundo ndmero dividido por la suma del
primer numero y el segundo numero. En la presente memoria la relacion proporciona el nimero de lecturas de
secuencias para el alelo especifico para la madre o el feto como una fraccién de todas las lecturas de secuencias en
el locus. En términos de alelos "A" y "B", la relacion puede expresarse como

Relacion de alelo B = recuento de alelos B / (recuento de alelos A + recuento de alelos B)

Tedricamente, para una transcrito plasmatico que es aportado Unicamente por el feto o por la madre, la relacion de
alelo B debe ser 0,5, suponiendo que no hay expresion especifica del alelo. Otros métodos de célculo de la relacién
seran evidentes para el experto en la materia.

En la etapa 2008, el locus informativo filtrado se designa como un marcador cuando la relacion excede de un valor
discriminatorio. En algunas realizaciones, el valor discriminatorio es de aproximadamente 0,2 a aproximadamente
0,5. En algunas realizaciones, el valor discriminatorio es de 0,4. En un ejemplo del método, el valor discriminatorio
de la relacion de alelo B se definié6 como = 0,4 para un transcrito de ARN con una alta contribucion fetal o materna.
Este valor discriminatorio tomd en consideracion la distribucion de Poisson y muestreo aleatorio de lecturas de RNA-
seq. En algunas realizaciones, se dice que la contribucion del alelo "B" es alta cuando la relacion excede el valor
discriminatorio.

Una alta relacion alélica en un locus informativo concreto puede indicar que (i) el segundo o alelo "B" se expresa
mucho mas en el individuo heterocigético que el alelo "A" (es decir, el alelo se expresa de forma asimétrica), (ii) una
mayor participacion de todo el ARN que se alinea al locus en el plasma materno es aportado por el individuo
heterocig6tico, o ambos (i) y (ii). Una alta relacion alélica también puede indicar un trastorno relacionado con el
embarazo si el gen relacionado con el locus informativo se esta sobreexpresando patolégicamente. Por
consiguiente, algunas realizaciones del método también incluyen el diagnéstico de un trastorno relacionado con el
embarazo en base a si un locus informativo filtrada se designa como marcador para la segunda entidad (es decir, el
individuo heterocigotico). Al hacer dicho diagnostico, el valor discriminatorio utilizado para la comparacion con la
relacion alélica se puede basar en los niveles de transcripcidon en las muestras de plasma obtenidas de personas
embarazadas sanas.

En algunas realizaciones, el método 2000 también se puede usar para estimar una parte de ARN en la muestra, en
un locus informativo filtrado concreto, que es de origen materno o fetal. La estimacion se realiza multiplicando la
proporcion calculada en la etapa 2007 por un escalar. El escalar representa un nivel de expresion total en el locus
respecto a la expresion del segundo alelo en el individuo heterocigoético.

Para ilustrar, si el segundo alelo ("B") contado en el método es especifico para el feto, entonces la relacion B-alelo,
calculada como anteriormente, representa el nUmero de lecturas de secuencias para este alelo como una fraccién
de todas las lecturas de secuencias para el locus informativo filtrado. De las lecturas de secuencias que contiene el
alelo ("A") compartido, algunas son aportadas por la madre y otras son aportados por el feto. Si se conocen o
pueden estimarse los niveles relativos de expresion de los alelos especificos para el feto y compartidos en el feto,
entonces la relacion B-alelo se puede escalar para obtener una estimacion de la contribucion fetal fraccionada a
todas las lecturas de secuencias para el locus. Si los alelos "A" y "B" se expresan igualmente en el feto, a
continuacion, el escalar es de aproximadamente dos. La contribucion materna fraccionada a las lecturas de
secuencias en el locus es entonces uno menos la contribucion fetal fraccionada. Calculos similares pueden
realizarse cuando el alelo "B" en el locus informativa filtrada es especifico de la madre.

B. Ejemplo: Grandes contribuciones fetal y materna

Utilizando un valor discriminatorio para el alelo B de 0,4 como se ha descrito anteriormente, se encontré que el
0,91% de los transcritos circulantes muestran gran contribucion por el feto durante la gestacion preliminar (es decir,
el primer y segundo trimestres). Este porcentaje aument6 a 2,52% durante la gestacion tardia (es decir, el tercer
trimestre). Por otra parte, el 42,58% y el 50,98% presentaron una gran contribucion de la madre durante las
gestaciones preliminar y tardia, respectivamente (Fig. 16, 17 y 18A).

V. Uso de genes para el diagnéstico de trastornos relacionados con el embarazo
A. Genes relacionados con el embarazo

También se proporciona un método de identificacion de genes relacionados con el embarazo. El método incluye
recibir un gran nimero de primera lecturas de secuencias y gran numero de segundas lecturas de secuencias. Las
primeras lecturas de secuencias provienen de moléculas de ARN de secuenciacion obtenidas a partir de una
muestra de plasma de sangre de una mujer embarazada. Las segundas lecturas de secuencias provienen de la
secuenciacion de moléculas de ARN obtenidas a partir de una muestra de plasma de sangre de una mujer no
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embarazada. Las primeras lecturas de secuencias y las segundas lecturas de secuencias se alinean con una
secuencia de referencia, y se designa un conjunto de genes candidatos.

Segun el método, las lecturas de secuencias se utilizan entonces para determinar los niveles de expresién para cada
gen candidato en las muestras de la mujer embarazada y la mujer no embarazada. Especificamente, para cada gen
candidato, se determina un primer nimero de transcritos correspondientes al gen candidato utilizando las primeras
lecturas de secuencias; y se determina un segundo nimero de transcritos correspondientes al gen candidato usando
las segundas lecturas de secuencias. El primer nUmero de transcritos y el segundo ndmero de transcritos pueden
normalizarse. A continuacién se calcula una relacién de transcripcion para el gen candidato, donde la relacion de
transcripcion incluye el primer ndmero de transcritos dividido por el segundo nimero de transcritos. La relacién de
transcripcion se compara entonces con un valor discriminatorio. El gen candidato se identifica como un gen
relacionado con el embarazo si la relacion de transcripcion excede del valor discriminatorio.

En algunas realizaciones del método, la normalizacién del primer nimero de transcripciones corresponde a ampliar
el primer nimero de transcripciones por el nimero total de primera lecturas de secuencias. Del mismo modo, la
normalizacion del segundo numero de transcripciones puede corresponder a ampliar el segundo nimero de
transcripciones por el nimero total de segundas lecturas de secuencias. En otras realizaciones, la normalizacién del
primer nimero de transcripciones para cada gen candidato corresponde a la ampliacion del primer nimero de
transcripciones para el gen candidato por el niumero total de primeras transcripciones de todos los genes candidatos.
La normalizacion de la segunda serie de transcripciones para cada gen candidato puede corresponder a ampliar el
segundo ndmero de transcripciones para el gen candidato por el nimero total de segundas transcripciones para
todos los genes candidatos.

El método identifica generalmente genes como relacionados con el embarazo si se expresan a niveles mas altos en
una mujer embarazada, en comparacion con una mujer no embarazada, siendo igual todo lo deméas. Las mujeres
embarazadas y no embarazadas pueden ser el mismo individuo; es decir, las muestras obtenidas de la persona
antes y después de dar a luz pueden ser las fuentes de las primeras lecturas de secuencias y de las segundas
lecturas de secuencias, respectivamente.

Se ha demostrado que un subconjunto de transcritos de ARN circulante que llevan alelos especificos para el feto
desaparecié completamente del plasma materno después del parto (Fig. 18B). Estos transcritos se consideraron
especificos para el feto en el plasma materno. Por otro lado, una parte de los alelos especificos para la madre
también eran indetectable después del parto. Por lo tanto, se han explorado genes que presentaban aumento
durante el embarazo, denominados genes relacionados con el embarazo, comparando directamente su
representacion en el plasma materno antes y después del parto. Se definen genes relacionados con el embarazo los
que se detectaron en el plasma antes del parto de mujeres embarazadas de tercer trimestre, en las que su nivel en
el plasma después del parto se redujo en = 2 veces en ambos casos. Empleando un algoritmo bioinforméatico para la
normalizacion de datos y analisis de la expresién génica diferencial, se compilaron una lista de 131 genes
relacionados con el embarazo Fig. 21(). Entre estos genes, se publicd previamente que 15 eran especificos del
embarazo en el plasma materno*?*>!%*2 ytilizando RT-PCR en tiempo real de una sola etapa, se ha validado adn
mas la relacion con el embarazo de cinco transcritos recién identificados, que eran abundantes en el plasma
materno antes del parto, es decir, STAT1, GBP1 y HSD17B1 en 10 muestras de plasma adicionales de mujeres
embarazadas del tercer trimestre, asi como KRT18 y GADD45G en 10 muestras de plasma de otra cohorte de
mujeres embarazadas del tercer trimestre (Fig. 22).

Para evaluar la relacion de estos 131 genes con el embarazo, se realiz6 la agrupacion jerarquica para todas las
muestras de plasma. Se observd una separacion clara entre las muestras de plasma de mujeres embarazadas (es
decir, en las fases inicial y final del embarazo) y los que no relacionados con el embarazo en curso (es decir,
referencias de no embarazadas y después del parto) (Fig. 23).

Curiosamente, cuando los patrones de expresién de estos 131 genes se compararon entre las muestras de plasma
de los dos casos de embarazo en fase final y sus correspondientes células de placenta y sanguineas maternas, se
observd una semejanza mas estrecha entre las muestras de placenta y del plasma antes del parto, y entre las
células sanguineas maternas y las muestras de plasma después del parto (Fig. 24A). Esta observacién apoya la
tesis de que la mayoria de los genes relacionados con el embarazo se expresan preferentemente en la placenta mas
gue en las células de la sangre materna. Ademas, los niveles de expresion de estos transcritos relacionados con el
embarazo en las placentas y plasma materno se correlacionaron positivamente (P <0,05, correlacion de Spearman)
(Fig. 24B).

B. Expresion génica diferencial en la placenta y la sangre materna

Mientras que hemos sido capaces de catalogar un grupo de genes relacionados con el embarazo mediante el
examen directo de las muestras de plasma maternas antes y después del parto, también se han extraido los datos
de RNA-seq y células de la placenta y de sangre para comparaciéon. Suponiendo que los genes relacionados con el
embarazo debe ser los expresados a un alto nivel en la placenta y a un bajo nivel en las células sanguineas
maternas segun lo publicado antes'®®, se fijo arbitrariamente una diferencia de 20 veces como un valor
discriminatorio minimo para el analisis basado en el tejido. Este analisis basado en el tejido produjo un total de 798
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posibles genes candidatos, en el que se calcularon las proporciones de contribuciones fetales y maternas en el
plasma materno. Se identificé una proporcién relativamente alta de genes con contribucion fetal predominante (Fig.
25) en comparacién con la del transcriptoma completo (Fig. 18A). Sin embargo, la estrategia basada en plasma
superd a la estrategia basada en el tejido en que es capaz de identificar una mayor proporcién de genes con la
contribucion fetal predominante (Fig. 25).

C. Genes relacionados con la enfermedad o el trastorno

También se proporciona en la presente memoria un método de identificacion de genes relacionado con un trastorno
relacionado con el embarazo. El método incluye recibir un gran nimero de primeras lecturas de secuencias y gran
numero de segundas lecturas de secuencias. Las primeras lecturas de secuencias provienen de moléculas de ARN
de secuenciacién obtenidas de una muestra de plasma de sangre de una mujer embarazada sana. Las segundas
lecturas de secuencias provienen de moléculas de ARN de secuenciacién obtenidas de una muestra de plasma de
sangre de una mujer embarazada que padece un trastorno relacionado con el embarazo, o que lleva un feto que
padece un trastorno relacionado con el embarazo. Las primeras lecturas de secuencias y las segundas lecturas de
secuencias estan alineadas con una secuencia de referencia, y se designa un conjunto de genes candidatos.

Segun el método, las lecturas de secuencias se utilizan entonces para determinar los niveles de expresion para cada
gen candidato en las muestras para las dos mujeres embarazadas. Especificamente, para cada gen candidato, se
determina un primer nimero de transcritos correspondientes al gen candidato usando las primeras lecturas de
secuencias, y se determina un segundo numero de transcritos correspondientes al gen candidato usando las
segundas lecturas de secuencias. El primer nimero de transcritos y el segundo nimero de transcritos pueden
normalizarse. A continuacion, se calcula una relaciéon de transcripcion para el gen candidato, donde la relacion de
transcripcion incluye el primer nimero de transcripciones dividido por el segundo nimero de transcripciones. La
relacién de transcripcién se compara entonces con un valor de referencia. El gen candidato se identifica como
relacionado con el trastorno si la relacién de transcripcion se desvia del valor de referencia.

En algunas realizaciones del método, la normalizacion de la primera serie de transcritos corresponde a la ampliacion
de la primera serie de transcritos por el nimero total de primeras lecturas de secuencias. Del mismo modo, la
normalizacion de la segunda serie de transcritos puede corresponder a la ampliacion del segundo numero de
transcritos por el numero total de segundas lecturas de secuencias. En otras realizaciones, la normalizacion de la
primera serie de transcritos para cada gen candidato corresponde a la ampliacién de la primera serie de transcritos
para el gen candidato por el nimero total de primeros transcritos de todos los genes candidatos. La normalizacion
de la segunda serie de transcritos para cada gen candidato puede corresponder a la ampliacion de la segunda serie
de transcritos para el gen candidato por el nimero total de segundos transcritos para todos los genes candidatos.

Segun el método de identificacion de genes asociados a un trastorno relacionado con el embarazo, en algunas
realizaciones, el valor de referencia es 1. En algunas realizaciones, la relacion de transcripcion se desvia del valor
de referencia cuando la proporcion de la relacién transcripcion y el valor de referencia excede o cae por debajo de
un valor discriminatorio. En algunas realizaciones, la relacion de transcripcion se desvia del valor de referencia
cuando la diferencia entre la relacion de la transcripcién y el valor de referencia excede un valor discriminatorio.

El método identifica generalmente un gen asociado a un trastorno relacionado con el embarazo si el nivel de
expresion de ese gen difiere significativamente en los embarazos que demuestran y no demuestran el trastorno,
siendo todo lo demés igual.

El diagndstico y seguimiento de los trastornos fetales y patologias del embarazo se ha conseguido previamente
utilizando ARN plasméaticos maternos que estan relacionados con enfermedades. Por ejemplo, la concentracion en
el plasma materno de ARNm de la hormona liberadora de corticotropina (CRH) se ha demostrado que es (til para la
deteccion no invasiva y la prediccion de preeclampsia2’3. La deteccion de ARNm del receptor tipo 1 de interleucina 1
(IL1IRL1) en el plasma materno se ha demostrado que es util para identificar mujeres con parto prematuro
esponténeos. Un grupo de marcadores de ARN de plasma materno relacionados con el crecimiento también se ha
investigado para la evaluacion no invasiva de restriccion del crecimiento fetal y del crecimiento intrauterino®. En este
estudio, se considera que los nuevos marcadores de ARN circulantes relacionados con la enfermedad podrian ser
identificados por los transcriptomas de plasma materno directamente comparados de mujeres embarazadas
normales y mujeres con embarazos complicados, tales como la preeclampsia, restriccion del crecimiento
intrauterino, parto prematuro y aneuploidias fetales. Para demostrar la viabilidad de este método, se realiz6 RNA-
Seq para muestras de plasma maternos obtenidas de tres mujeres embarazadas que desarrollaron preeclampsia y
siete mujeres embarazadas sin complicaciones de gestaciones coincidentes. Se identificaron 98 transcritos que
presentaban una elevacién significativa en el plasma de mujeres embarazadas con preeclampsia (Fig, 26). Los
transcritos relacionados con preeclampsia recién identificados son potencialmente Utiles para la prediccion, el
prondstico y el seguimiento de la enfermedad.

Esta tecnologia también puede utilizarse para la prediccion y seguimiento de parto prematuro. La tecnologia también
puede utilizarse para la prediccién de muerte fetal inminente. La tecnologia también puede usarse para la deteccion
de enfermedades causadas por mutaciones génicas, siempre que el gen en cuestion se transcriba en tejidos fetales
o placentarios y los transcritos sean detectables en el plasma materno.
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La RNA-Seq del plasma se puede aplicar en otros escenarios clinicos. Por ejemplo, la metodologia RNA-Seq del
plasma desarrollada en este estudio seria posiblemente util para el estudio de otros procesos patolégicos, como el
cancer, en los que se han descrito™* las concentraciones anormales de ARN plasmatico. Por ejemplo, comparando
los transcriptomas en el plasma de un paciente de cancer antes y después del tratamiento, pueden identificarse
marcadores de ARN circulante relacionados con tumores para la aplicaciéon de diagnéstico no invasivo.

VI. Patrones de expresion alélica de genes especificos

Se ha empleado secuenciacion de ARN para examinar el patron de expresion alélica®. Se supone que el patrén de
expresion alélica de un gen dado se conservaria cuando los transcritos de ARN se liberen de los tejidos en la
circulacion, por lo tanto, podrian detectarse en el plasma. En este estudio, se han examinado los recuentos alélicos
de dos tzrggscritos de ARN, a saber, PAPPA, gen especifico del embarazo, y H19, gen impreso expresado por via
materna”>“".

Para el gen PAPPA, se analiz6 un SNP, rs386088, que contiene un alelo SNP especifico del feto (Fig. 27). La
ausencia de lecturas de RNA-seq PAPPA en las muestras de plasma después del parto indicé que era de hecho
especifico del embarazo®. A destacar gue no hubo diferencia estadisticamente significativa en las proporciones de
recuentos de lecturas de alelos en el feto entre el plasma materno antes del parto y las muestras de ARN placentario
(P = 0,320, prueba de la x%), lo que indica que los datos de plasma materno reflejaban el patrén de expresion
bialélica de PAPPA en la placenta.

Recientemente se ha publicado de que el patron de metilacion del ADN del gen H19 impreso expresado por via
materna en la placenta y las células de sangre materna se pudo detectar por secuenciacion de ADN con bisulfito del
ADN del plasma materno®. En la presente memoria, se ha examinado ademas si el estado de la impronta genémica
del gen H19 se podria explorar en el ARN. Se han centrado en primer lugar en un punto del SNP en el exon 1 del
gen H19, rs2839698, que contiene un alelo especifico materno, es decir, AA en el feto y AG en la madre. Como se
muestra en la Fig. 28, solo se detect6 alelo G en el plasma materno en el puerperio (Fig. 28). Dicho patron
monoalélico estaba segun su enlace al alelo G no metilado en el punto SNP rs4930098 en la region de control de
impronta (Fig. 29). En el plasma materno antes del parto, mientras que el alelo G estaba presente, el alelo A, que fue
aportado por la placenta, también fue detectado (Fig. 28). En otros tres puntos de SNP, es decir, rs2839701,
rs2839702 y rs3741219, que llevan alelos especificos de la madre, se encontré un patron alélico similar, es decir
bialélico en el plasma materno antes del parto y monoalélico en el plasma materno en el puerperio (Fig. 28). Puede
ser que los alelos especificos de la madre en estos puntos de SNP estuvieran en el mismo haplotipo materno, que
estaba sin metilar y por lo tanto que estaban transcritos. Concretamente, H19 ARN no se expreso en las células de
la sangre materna (Fig. 28), lo que sugiere que las moléculas de H19 ARN en el plasma procedian de
tejidos/6rganos maternos distintos de las células sanguineas. Los tejidos no placentarios y no fetales que se han
descrito que muestran la expresion H19 incluyen las glandulas suprarrenales, los masculos esqueléticos, el utero,
adipocitos, el higado y el pancreas .

VII. Exposicion

En este trabajo, se pretendia desarrollar una tecnologia para proporcionar una vision global de las actividades
transcriptémicas en el plasma materno utilizando ARN-seq. Se ha demostrado previamente que el ADN fetal
fraccionado en el plasma materno puede calcularse eligiendo como objetivo a uno o varios locus especificos del feto
porque todo el genoma fetal esta representado de manera uniforme en el plasma materno®’. A diferencia de ADN
circulante, la medicion de la proporcion de transcritos de ARN fetal en el plasma materno es menos sencilla ya que
se complica por la expresion génica diferencial en los tejidos fetales y maternos y tal vez por su liberaciéon en la
circulacion. Al realizar la RNA-seq en el plasma materno y examinar las diferencias polimorficas entre el feto y la
madre, fuimos capaces de estimar la proporcidon de transcritos en el plasma aportados por el feto. Aunque los
transcritos maternos dominaban el transcriptoma en el plasma, como era de prever, 3,70% y 11,28% de los
transcritos circulantes en el plasma materno procedian del feto durante las fases inicial y final del embarazo,
respectivamente. Estos transcritos fetales incluyen las moléculas de ARN aportadas por el feto y la madre, asi como
las aportadas Unicamente por el feto. Se encontré que esta ultima constituye el 0,90% y el 2,52% de las transcritos
circulantes maternos, durante las fases inicial y final del embarazo, respectivamente. La mayor representacion de
dichos genes especificos del feto durante la fase final del embarazo se correlaciona quizds con un aumento en el
tamafio del feto y la placenta a medida que evoluciona el embarazo.

En este estudio, se ha demostrado que una expresion alélica equilibrada de ARN del gen PAPPA especifico del
embarazo en la placenta y la expresion monoalélica del gen H19 expresado por via materna impreso se pudo
observar en el plasma materno. Estos datos sugieren que el plasma materno podria utilizarse como una fuente de
muestras no invasivas para el estudio de patrones de expresién alélica.

Por comparacion cuantitativa de los transcritos de ARN en las muestras de plasma maternos antes y después del
parto, se ha compilado una lista de 131 genes que habian aumentado durante el embarazo, como es evidente por su
reducida representacion en las muestras de plasma del puerperio. Como cabia esperar, las caracteristicas de estos
genes podrian utilizarse para diferenciar muestras de plasma de mujeres embarazadas de las no embarazadas.
Dicha comparacion directa de las muestras de plasma materno antes y después del parto nos ha permitido, en una
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forma de alto rendimiento, clasificar los genes relacionados con el embarazo, que pueden no necesariamente
expresarse a un nivel mucho mas alto en la placenta que en las células sanguineas maternas como se demuestra
en el trabajo anterior'®. En esencia, este método directo de examen del plasma presenta otra via para el
descubrimiento de transcritos circulantes de ARN relacionados con el embarazo, sin un conocimiento a priori de las
caracteristicas transcriptomicas de los tejidos de la placenta y las células sanguineas.

Aunque se ha demostrado que la ARN-seq es un método viable para caracterizar el transcriptoma del plasma, se
pueden mejorar mas varias cuestiones técnicas. En primer lugar, el rendimiento de la informacion para la RNA-seq
del plasma podria incrementarse por una mayor optimizacion del protocolo de secuenciacion, en particular en la
reduccion del ARNr muy transcrito y de los genes de globina del plasma. En segundo lugar, se han centrado
Unicamente en las transcripciones de referencia y todavia no se han explorado isoformas individuales. Los estudios
futuros podrian incluir la deteccién de nuevos transcritos y el analisis diferencial de las variantes de corte y empalme
y sus isoformas®** aumentando la profundidad de lectura de la secuenciacion. En tercer lugar, se ha omitido el
filtrado ASE en el analisis de las proporciones de los transcritos fetal y maternos para las muestras de embarazo en
fase inicial a medida que las vellosidades corionicas y el liquido amnidtico se habia agotado para el andlisis de
genotipado. No obstante, se ha demostrado en la fase final del embarazo que el filtrado ASE no tuvo un impacto
pronunciado en la identificacion de genes con aportes fetales y maternos predominantes en el plasma materno (Fig.
16y 17).

En conclusion, se ha demostrado que la tecnologia RNA-seq se puede utilizar para medir la proporcién de
transcritos fetales y para identificar genes circulantes relacionados con el embarazo en el plasma materno. Este
estudio ha allanado el camino hacia una mejor comprensién del panorama transcriptomico del plasma materno,
facilitando por tanto la identificacién de candidatos a biomarcadores implicados en las enfermedades relacionadas
con el embarazo. Se idea prevé que esta tecnologia podria conducir a nuevas vias para el diagnéstico molecular de
enfermedades relacionadas con el embarazo o la placenta, y también para otras enfermedades como el cancer®.

VIII. Trasplantes

Como se ha mencionado anteriormente, los métodos descritos en la presente memoria también pueden aplicarse a
trasplantes. Los métodos para trasplantes pueden proceder de una manera similar al del andlisis fetal. Por ejemplo,
puede obtenerse un genotipo del tejido trasplantado. Las realizaciones pueden identificar locus donde el tejido
trasplantado es heterocig6tico, y donde el organismo anfitrion (p. ej., macho o hembra) es homocigético. Y, las
realizaciones pueden identificar locus donde el tejido trasplantado es homocigético, y donde el organismo anfitrion
(p. €j., macho o hembra) es heterocigético. Las mismas relaciones pueden calcularse, y compararse con un valor
discriminatorio para determinar si existe un trastorno.

IX. Sistemas informaticos

Cualquiera de los sistemas informaticos mencionados en la presente memoria puede utilizar cualquier nimero
adecuado de subsistemas. Ejemplos de dichos subsistemas se muestran en la Fig. 30 en un ordenador 3000. En
algunas realizaciones, un sistema informatico incluye un unico ordenador, donde los subsistemas pueden ser los
componentes del ordenador. En otras realizaciones, un sistema informatico puede incluir varios ordenadores, siendo
cada uno un subsistema, con los componentes internos.

Los subsistemas mostrados en la fig. 30 estan interconectados a través de un bus del sistema 3075. Se muestran
subsistemas adicionales tales como una impresora 3074, el teclado 3078, dispositivo(s) de almacenamiento 3079,
monitor 3076, que esta acoplado al adaptador de pantalla 3082 y otros. Periféricos y dispositivos de entrada/salida
(I/0), que se acoplan al controlador I/O 3071, se pueden conectar al sistema informatico por cualquier nimero de
medios conocidos en la técnica, tal como el puerto de serie 3077. Por ejemplo, el puerto de serie 3077 o la interfaz
externa 3081 (p. €j., Ethernet, Wi-Fi, etc.) se puede utilizar para conectar el sistema informéatico 3000 a una red de
area amplia tal como Internet, un dispositivo de entrada de raton, o un escaner. La interconexion a través del bus del
sistema 3075 permite al procesador central 3073 comunicarse con cada subsistema y controlar la ejecucion de
instrucciones desde la memoria del sistema 3072 o el/los dispositivo(s) de almacenamiento 3079 (p. €j., un disco fijo,
tal como un disco duro o un disco 6ptico), asi como el intercambio de informacién entre subsistemas. La memoria
del sistema 3072 y/o elllos dispositivo(s) de almacenamiento 3079 pueden incorporar un medio legible por
ordenador. Cualquiera de los datos mencionados en la presente memoria puede ser la salida de un componente a
otro componente y puede ser salida para el usuario.

Un sistema informatico puede incluir un gran nimero de los mismos componentes o subsistemas, p. €j., conectados
entre si por la interfaz externa 3081 o por una interfaz interna. En algunas realizaciones, los sistemas informaticos, el
subsistema o aparatos pueden comunicarse a través de una red. En tales casos, un ordenador puede considerarse
un cliente y otro ordenador un servidor, donde cada uno puede formar parte de un mismo sistema informatico. Un
cliente y un servidor pueden incluir cada uno multiples sistemas, subsistemas o componentes.

Debe entenderse que cualquiera de las realizaciones de la presente invencion se puede llevar a cabo en forma de
I6gica de control utilizando el equipo informatico (hardware) (p. €j., un circuito integrado especifico para aplicaciones
0 matriz de puertas programables en campo) y/o utilizando programas informéticos (software) con un procesador
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generalmente programable de una manera modular o integrada. Como usuario en la presente memoria, un
procesador incluye un procesador de varios nudcleos en un mismo chip integrado, o mdiltiples unidades de
procesamiento en una Unica placa de circuito o en red. Basandose en la descripcion y las ensefianzas
proporcionadas en la presente memoria, un experto en la técnica sabra y valorar otras formas y/o métodos para
poner en practica realizaciones de la presente invencion utilizando equipos informaticos y una combinacion de
equipos y programas informaticos.

[0137] Cualquiera de los componentes o funciones del programa informatico descritas en esta aplicacion de software
pueden llevarse a cabo como cddigo de programa informatico a ejecutar por un procesador utilizando cualquier
lenguaje de ordenador adecuado, tal como, por ejemplo, Java, C++ o Perl usando, por ejemplo, técnicas
convencionales u orientadas al objeto. El cédigo programa informatico puede ser almacenado como una serie de
instrucciones o comandos en un medio legible por ordenador para su almacenamiento y/o transmision, medios
adecuados incluyen memoria de acceso aleatorio (RAM), una memoria de sélo lectura (ROM), un medio magnético
tal como un disco duro o un disquete, o un medio 6ptico, tal como un disco compacto (CD) o DVD (disco versatil
digital), memoria flash y similares. EI medio legible por ordenador puede ser cualquier combinaciéon de dichos
dispositivos de almacenamiento o transmision.

Dichos programas también pueden codificarse y transmitirse utilizando sefiales portadoras adaptadas para la
transmision a través de redes cableadas, Opticas, y/o inaldmbricas adecuadas a una variedad de protocolos, incluido
el Internet. Como tal, puede crearse un medio legible por ordenador segun una realizacion de la presente invencion
usando una sefial de datos codificada con dichos programas. Medios legibles por ordenador codificados con el
cédigo del programa pueden empaquetarse con un dispositivo compatible o proporcionarse por separado de otros
dispositivos (p. €j., mediante descarga por Internet). Cualquier medio legible por ordenador tal puede residir en o
dentro de un Unico ordenador (p. €j., un disco duro, un CD, o un sistema informatico completo), y puede estar
presente en o dentro de diferentes ordenadores dentro de un sistema o red. Un sistema informético puede incluir un
monitor, impresora u otra pantalla adecuada para proporcionar cualquiera de los resultados mencionados en la
presente memoria a un usuario.

Cualquiera de los métodos descritos en la presente memoria puede ser total o parcialmente realizado con un
sistema informéatico incluidos uno o mas procesadores, que pueden configurarse para realizar las etapas. Por lo
tanto, las realizaciones pueden dirigirse a sistemas informaticos configurados para realizar las etapas de cualquiera
de los métodos descritos en la presente memoria, potencialmente con diferentes componentes que realizan unas
etapas respectivas etapas 0 un grupo respectivo de etapas. Aunque presentadas como etapas numeradas, las
etapas de los métodos en la presente memoria se pueden realizar al mismo tiempo o en un orden diferente.
Ademas, partes de estas etapas se pueden utilizar con partes de otras etapas de otros métodos. También, toda o
partes de una etapa pueden ser opcionales. Ademas, cualquiera de las etapas de cualquiera de los métodos se
pueden realizar con médulos, circuitos, u otros medios para realizar estas etapas.

Los detalles especificos de realizaciones particulares se pueden combinar de cualquier manera adecuada sin
apartarse del espiritu y alcance de las realizaciones de la invencidn. Sin embargo, otras realizaciones de la
invencion pueden dirigirse a realizaciones especificas relativas a cada aspecto individual, o combinaciones
especificas de cada uno de estos aspectos.

La descripcién anterior de realizaciones ejemplares de la invencion se ha presentado a efectos de ilustracion y
descripcion. No se pretende que sea exhaustiva o que limite la invencion a la forma precisa descrita, y son posibles
muchas modificaciones y variaciones a la luz de las ensefianzas anteriores. Las realizaciones se eligieron y
describieron con el fin de explicar mejor los principios de la invencion y sus aplicaciones practicas para permitir por
ello a otros expertos en la técnica utilizar mejor la invencion en varias realizaciones y con varias modificaciones que
son adecuadas al uso particular contemplado.

A relacion de "un”, "una" o "el", "la", "los", "las" quiere decir "uno 0 mas" a menos que se indique especificamente lo
contrario.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para diagnosticar un trastorno relacionado con el embarazo usando una muestra de una hembra
embarazada con un feto, comprendiendo el método:

recibir un gran namero de lecturas de secuencias, en donde las lecturas de secuencias se obtienen de un
andlisis de moléculas de ARN obtenidos de la muestra, muestra que contiene una mezcla de moléculas de
ARN maternos y fetales;

identificar, mediante un sistema informatico, las ubicaciones de las lecturas de secuencias en una secuencia de
referencia;

identificar uno o mas locus informativos, cada uno de los cuales es homocigético en una primera entidad para
un primer alelo correspondiente y que es heterocig6tico en una segunda entidad para el correspondiente primer
alelo y un correspondiente segundo alelo, en donde la primera entidad es la hembra embarazada o el feto, y la
segunda entidad es el otro de entre la hembra embarazada y el feto;

filtrar uno o mas locus informativos para identificar uno o0 mas locus informativos filtrados:

que se encuentran dentro de una region expresada de la secuencia de referencia, en la que se
encuentran al menos un primer nimero predeterminado de lecturas de secuencias en el gran nimero de
lecturas de secuencias que contienen el correspondiente primer alelo, y

en el que se encuentra al menos un segundo numero predeterminado de lecturas de secuencias en el
gran nimero de lecturas de secuencias que contienen el segundo alelo correspondiente,

para cada uno de los locus informativos filtrados:

determinar un primer niumero de lecturas de secuencias situadas en el locus informativo filtrado y que
contiene el primer alelo correspondiente,

determinar un segundo nimero de lecturas de secuencias situadas en el locus informativo filtrado y que
contiene el segundo alelo correspondiente,

calcular una primera suma de los primeros nimeros y la segunda suma de los segundos nameros;
calcular una relacion entre la primera suma y la segunda suma, y

comparar la relacién con un valor discriminatorio para determinar si el feto, la madre o el embarazo tiene un
trastorno relacionado con el embarazo, determinandose el valor discriminatorio a partir de una o0 mas muestras
obtenidas de hembras embarazadas sin el trastorno relacionado con el embarazo.

2. El método de la reivindicacion 1, en donde la muestra de la mujer embarazada es una muestra de plasma
sanguineo.

3. El método de la reivindicacion 1 o 2, en donde la segunda entidad es la hembra embarazada.
4. El método de la reivindicacion 1, en donde la segunda entidad es el feto.

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el calculo de una relacién de la
primera suma y la segunda suma comprende dividir la segunda suma por una suma de la primera suma y la
segunda suma.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el analisis de moléculas de ARN
obtenidas de la muestra comprende la secuenciacion de las moléculas de ARN o de una de las copias de ADNc.

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde el andlisis de moléculas de ARN obtenidas
de la muestra comprende realizar la PCR digital.

8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la identificacion de las ubicaciones de
las lecturas de secuencias en una secuencia de referencia comprende la alineacién de las lecturas de secuencias
con la secuencia de referencia.

9. El método de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el primer nimero predeterminado de
lecturas de secuencias es 1, y en donde el segundo nimero predeterminado de lecturas de secuencias es 1.

10. ElI método de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende ademas ADN gendmico de
secuenciacion obtenido de tejido materno para determinar un genotipo de la hembra embarazada en cada locus
informativo.
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11. ElI método de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende ademas ADN gendmico de
secuenciacion obtenido de la placenta, de vellosidades coridnicas, del liquido amniético o del plasma materno para
determinar un genotipo del feto en cada locus informativo.

12. El método de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende ademas la estimacion de una
parte de ARN en la muestra que es de origen materno o fetal, en donde la parte es la relacion multiplicada por un
escalar.

13. Un programa informatico que comprende un gran namero de instrucciones que pueden ser ejecutadas por un
sistema informatico, que cuando se ejecutan controlan el sistema informatico para llevar a cabo el método de una
cualquiera de las reivindicaciones precedentes.

14. Un producto del programa informatico que comprende un medio legible por ordenador que almacena un
programa informatico segun la reivindicacion 13.
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Recibir un gran nimero de lecturas

X

Identificar ubicaciones de lecturas en secuencia de referencia

X

Identificar locus informativos especificos de la madre o del feto
gue son homocigdticos para un primer alelo y heterocigdticos

para un segundo alelo

¥

Filtrar los locus informativos

¥

Determinar un primer nimero de lecturas que contienen
el primer alelo para cada locus informativo filtrado

X

Determinar un segundo nimero de lecturas que contienen
el seqgundo alelo para cada locus informativo filtrado

X

Calcular una primera suma de los primeros nimeros

¥

Calcular una segunda suma de los segundos nimeros

¥

Calcular una relaciaon de la primera suma y la segunda suma

h J

Comparar la relacién con un valor discriminatorio

FiG. 3

26

300



ES 2 670 544 T3

7] =

‘sepesadoidald seinos|ap 9y P

‘gz e|ge) e| us sourjuawa|dwod soje asean ope|jelsp asojfsap eled 0

‘0lnIq ua seunids| 9P 9% g

‘seannadal Anw SeINO9| 9P UQIDRUILIS B| SBJ] SBPRAISSUOD SeInoa B

%iri'ss 181°0/9°'2 %08'ST 829°€6'6Y L02°9£9°G92 MSTV6IN
%E'06 85T ¥.6%S %02'62 Zv9°' 75809 206°007°802 MISEBIN p—
%2ZT'.8 LT LTTEL %T6'VE 0ST°226°€8 £Y0°'E8E0VT M67S6N aibues ap seinipo
%2E'62 86£°8VE TT %E9'EZ 859°20.°8€ 08€'2£8°€9T MO096IN
%60'S6 GG5'9ZT'S6T %96'8. Zv9'¥60°£02 18€'612°LG2 STP6N
%976 029°LT¥'09T %29'c8 629°005'69T 98€' 112202 9GEBN elusde|d
%Zy'9z ¥19'201°92 %8 TT 967°0.0°TOT G9E TOV'ES8 dasTr6N
oued |ap sandsap
%EB'S v21'828'L %912z 2£9°210°Z€T 2£2'869°/85 d99SE6N oussrew ewse|d
%T6'8Z v0S LTS T %08'7'T L1€STIEYT TYZ'SYT 0.6 dSTY6IN
%L 1€9'T60'7T %ST'EC 8/2'0€0°06T vOv'Zv. 028 d9SEBN oued [op selue
%0622 €T€°229VE 9%0€'SZ G6T'EvZ ST 8ev'v2L 165 d67S6IN Oulslell ewseld
%EZ'LE T9v'6v8°9T %2E'TT 66T°GG2 S 6£6'TOE"L9E d0096W
%TE'EE 6v2'8v8°9 %TG'ST 9165502 oYy L9GZET 280410 epezelequs ou
%0G'EE T10°'80.°L %8.'2T 28€°210°E2 018°080°08T 780410 elquisy op eliseld
sa|geljeiboued sepesadolidaid
o(%) > seinoen o) = eanioon 01nIg U SeIN1YaT el1Sanp esisanw ap odil

27



ES 2 670 544 T3

S 'Old

"e10Ua1a)81 9P Sauah SO| ap SaUOJIUI 8 SBUOXS ap eIan) sauoibal e ueaulje as anb seiMos| ap % "0

‘sepell|l| seimos| — Sa[e)0) sajgeljelfoled seinjog| = Ss|gezijeue seina  ‘q

'S9lelpuod0liw A saleajonu INYY A INYVY UOS sepelyjiy Selndg| se| ap ellokew e e

%8S'E

%1 .'0T %89'G8 19v'28E L€ YIE'8IES MSTY6IN
%9T'9 %0L'vZ %ET'69 110°6T20S 180°552't MISEBIN S
%959 %19'9Z %86'99 26796619 559°02T'8 M67S6IN aibues ap sejnieo
%6.'9 %05'€Z %T.'69 625'S67°0T 698758 MO096IN
%06'€T %6565 %T15'9Z vv8'6£6°88T TT2°98T'v STY6N
%E6'CT %68'SS %8T'TE €1.°212LST 106%02°E 9GE6N elusde|d
%6T'9E %89'€T %2T'0G 16275801 11€°€58°ST dasTr6N
oued |ap sandsap
%' TT %GT'SS %TH'0G 850°078°9 990'886 d99SE6N ousarew ewse|d
%65'SE 9%08'0T %T9'€S 92.°25€'81 811 v9T'EZ dSTY6N
%Sb'eT %92'0€ %08'9S SEL°L0V°ZT 968°€89'T d9SEBN oued [op selue
%00'St %IT'ET %8 T SZ6'SYTHT 88€° 1802 d6YS6IN OulsjEll BlISEd
%0T'62 %L1'9 %Zh' 79 TE0'8ET'6 0SV'TTL L d0096IN
%8.'0E %622 %E6'T9 £82°€52°E 996165 °E 280410
epezerequs ou
%ES'6Z %L1'9 %0079 120'T2S°E 066°98T "V 780410 elqWay ap ewse|d
+(%) (%) uoau (%) uox3 qSelaezljeue Sepelljlj seinioan eI1SanN\ el1sanw ap odil

eolugblialul ugibay

selinloan

28



ES 2 670 544 T3

g9 "0i4 V9 ‘Ol

doseIN 2p edwab uoisaldyg

89/Z¢  060P % 09
ZLS 9 2 1
[T WA IS SO WSS - YT SO . 1 _U_N 0
g
-
=
S -
o
0 I TGN e
[
N T ]
[yl
s ]
15 o
[4¥]
=
]
i = ]
- O9B0F o
o m
o © ]
oo © e} © 80228

00CC00C

oooeooy

0anroooag

GoODNoe

0o0'oonoT

o000 ET

DO0'a00'rT

SEINDT| 9p zU

29



Relacian alélica

ES 2 670 544 T3

Conc. en el plasma

ARM-SMNP flog, FPEM)
g, »E & =
w#
o
_ﬁ- '.'.:.. ~ =
¥ o
R -
;- + o + T
+ .
5
™ {?"
= B o5 R 4 1]
: & £ - Relacion alelica ARM-SNP
& ) - .
= ,.i _ 4 Cnriu: en el plasma .- -
i & 1 15

Nivel de expresion de placenta/células sanguineas

Relacion alélica

FIG. 7

Conc. en el plasma

ARM-SMP thog, FPEAY)
Lo
w & N
&
3
oo S
-
4 E 3
o
¥ i e
Dgow o i o] O
g L =
T 5+ d
e & e 4
*ﬁ";" -:g} i bl e
o :
@ e &
L IR w ¥ S
R
L
{:? .
' - o
i £y ~ Relacidn alélica ARN-SNP
o e 4 -~ Conc.enelplasma B0
s s ?_'?_"'“‘\"z
E # 3 4 - &

Hivel de expresion de placenta/células sanguineas

FiG. 8

30



ES 2 670 544 T3

6 Old

817/€'0T o't €8G0'ST T0S6'TC 22’0 220 S¥8TT0OSESL6 ANS d4HD
80'0 T,V 0TS) S NS
LT/S'9T 16'0 669.'ST ZveT1'8T 800 80'0 CVECTSLY ANS cd0dIav
292e'/2T GS'0 88TS'/TT €890'G9 S0'0 S0'0 ¥7.282¢s):0T NS €4INSd
€62V'ET €V'T S¥0‘€C 9/G0'€E 22'0 22’0 €89¢G/LESLET ANS CNOd
z8ee'el 85'0 9902'2¢ Tv..'2T 80'0 80°0 CGVST1S)¢ dNS vvavd
89/2'Ge Tv0 691S'cY 86v¢C'LT 90'0 90'0 20€0.L¢2S)TT dNS T1VOdH
1819'¢€C ¥8'T G6/.'GE 60£6'G9 2'0 2'0 6/,6TTTTTSLS ANS TAINXL
LE0L'E9 80 €E€8T'0TT 952588 600 60'0 9/G6T.26TS)C ANS ZT439OHYY
80 66817ES1.CT ANS
90 86817ESILTT ANS
9¥0Y'ST 69°GT T¥8S'T¢ €9/5'8€E 80 T 96817€S1.0T ANS £49190HY
ZT0E'6. €0'0 6858'28¢ ¥#800°TT T0'0 T0'0 Z12yS.LES)T dNS SS10
28zv'LL ¥'0 T/26'6€ T//6'ST 700 ¥0'0 GSEIVOTSLEYT ANS SdVINIO-TdVINIO
T6TT'LE T.'C €GTY'95 ¥0T8'2ST ¥'0 ¥'0 LTEE/8S)9 dNS d1911d
T 6S0ZV.LESLY ANS
6020°'6 SY'6 €CIT'ST €2/8CrT 850 LT'0 850Z7.ES)E ANS TV8EDTIS
8062'82T 190 8/0€'0¥ Llv1've 100 20'0 LOSTSIET NS Z1dO4dEHS
62'0 ST66200TS):6 ANS
T 6S7¢rESL8 ANS
1€0/'9T 12'6 86GT'9T TEL'6VT 2s'0 82'0 C9veveESL . ANS ==\
(sesujnbues uab opiedwod ) . Am,.q
q se|n@oseiuade|d) seaujnbues eluaoe|d 10d BIPAOW dNS ojore/[e1a) dNS :[e194 ‘v :0oularep)
ewse|d |9p ML :
BIoUaI34Ip Se|n|gd ap NMdd 9P NMdd -NYV uoloe|ey ojafe uoloejey 013} |9p S001Y109dsa

9P S9J00A

dNS 3p SO|3|V

31



ES 2 670 544 T3

Alelos de SNP Relacién Relacién \{eces d,e
especificos del alelo ARN-SNP FPKM de FP,KM de dlfe,renma FPKM del
feto (Materno: AA, SNP fetal/alelo media por placenta celu,las (celtflas plasma
Fetal: AB) compartido gen sanguineas sanguineas/
placenta)
AKAP10 SNP 18:rs2108978 1,33 1,33 22,414 18,1324 1,24 11,7168
EIF252 SNP 37:rs4911406 1,25 1,25 39,3008 35,9748 1,09 65,1988
JHDM1D SNP 51:rs76676651 1,4 1,4 43,0656 26,1836 1,64 28,1734
SNP 5:rs11022079 0,5 0,5 10,735 36,1867 0,3 10,3945
USsP47 SNP 6:rs148238084 0,5
PPP4R2 SNP 40:rs61188513 1,09 1,09 80,3628 69,563 1,16 47,4149
SNP 15:rs4779520 0,78 1,64 22,9283 10,6869 2,15 19,3486
KLF13 SNP 16:rs6493629 2,5
FAM107B SNP 4:rs11259151 2 2 24,1097 15,1776 1,59 30,5864
APOL2 SNP 39:rs132759 1,33 1,33 17,9996 12,0226 1,5 28,1601
SNP 10:rs238991D 1,56 1,11 27,2282 29,7396 0,92 31,7672
RAP2A SNP 11:rs12873919 0,67
SNP 1:rs117963129 4 3,37 48,3896 11,7589 4,11 35,3443
SNP 2:rs1055184 5
RIT1 SNP 3:rs493446 1,12
STK17A SNP 48:rs56286238 1,33 1,33 61,0052 36,447 1,67 30,0074
SNP 23:rs14031 0,5 0,62 11,0432 32,3155 0,34 8,3988
C190rf63 SNP 24:rs1045246 0,75
SMEK1 SNP 14:rs10135595 1 1 27,1212 33,0441 0,82 26,8366
SNP 42:rs3797341 1,5 1,02 26,837 30,3427 0,88 45,4491
SNP 43:rs3203922 0,78
TNFAIP8 SNP 44:r5s1045242 0,79
CPEB4 SNP 46:rs12659398 1 1 28,4523 40,5723 0,7 28,802
PTPRJ SNP 7:rs117902837 2 2 59,7568 20,5437 2,91 19,0642
RPL36 SNP 22:rs3810220 1,7 1,7 152,2501 65,9528 2,31 921,8925
SNP 25:rs1137288 1,62 1,88 114,7107 41,6213 2,76 176,8333
SNP 26:rs3087895 2,17
SNP 27:rs3768670 1,86
YPELS SNP 28:rs3768671 1,86
SNP 53:rs114261839 1 1,33 51,7974 43,9599 1,18 30,1875
SNP 54:rs208753 1,4
SNP 55:rs17635381 2,27
PCM1 SNP 56:rs6991775 0,67
UBR2 SNP 47:rs6916713 2,25 2,25 102,9892 23,2007 4,44 43,5569
SNP 32:rs3747 1,22 1,97 50,467 37,5349 1,34 96,8859
SNP 33:rs9579 2,17
SNP 34:rs3088214 2,89
TNS1 SNP 35:rs1063281 1,62
EIF4A1 SNP 17:rs1057086 0,93 0,93 70,1974 132,2932 0,53 161,6599
BACH1 SNP 38:rs15092 2,5 2,5 112,4409 34,6219 3,25 26,4284
SNP 49:rs6850 1,11 1,05 66,7742 62,9202 1,06 220,7639
PPIA SNP 50:rs6904 1
TMX1 SNP 12:rs7160810 1 1 11,8758 12,8978 0,92 6,7127
ANKRD44 SNP 29:rs3731569 3,67 3,67 65,5013 14,0504 4,66 16,412
SNP 57:rs3398 0,33 1,51 43,1289 37,048 1,16 37,6685
ZFANDS SNP 58:rs969 2,69
SNP 19:rs12327477 0,67 3,89 171,6269 29,4281 5,83 25,153
SNP 20:rs2304859 7
SMCHD1 SNP 21:rs7238459 4
NR3C1 SNP 45:rs6191 1 1 28,0561 36,5516 0,77 11,2138
CRNLK1 SNP 36:rs2255255 1,5 1,5 15,8244 13,148 1,2 10,1897
CALM1 SNP 13:rs5871 1,1 1,1 76,0647 89,0949 0,85 181,3474
FDFT1 SNP 52:rs79708434 1,56 1,56 83,9629 34,6215 2,43 44,9826
SNP 30:rs1051677 1 1,17 74,6452 75,2029 0,99 55,8144
XRCC5 SNP 31:rs2440 1,33
SNP 8:rs3741380 2,75 1,81 29,7293 14,0146 2,12 90,3776
EHBP1L1 SNP 9:rs6591182 0,88
OPAl SNP 41:rs7643844 1,5 1,5 49,1647 22,7367 2,16 34,8335
FIG. 10
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Alelos-de- de cambios
especificos alel&m a#e\leAR_N_AR-N-SNFL .
dela SNP matemelsNFL SNP ma&emelwpap&eaéamw
madre- alelo - alelo- | een{5641 | de5641 | de9356 €
.| media | media frente-a
(Materno+ comparti comparti frente-a- 7471
AB, Fetal: do 9 do 9 7171)
A”Y
TRAK2 | SNP 2:kgp14544935 1 1 | SNP62:rs11898629 | 08 111 | 0,800900501 | 95,0691 | 618,1783 | 0,153789125
ASAH1 | SNP 3:kgp3689333 0,67 0,67 | SNP 85:rs71526182 1 1 0,67 35,6956 | 78,8371 | 8452776675
CCND2 | SNP 11:rs1049606 S 1 | SNP 1151049606 | 1,07 2,54 | 0,393700787 | 39,864 | 22,9748 | 1,735118478
SNP 42:rs3217925 4
SH2D3C | SNP-17:#s514024 25 255 | SNP87%:#s35019975 5 5 05 3157735 | 51573 | 6160878754
ANXA4 | SNP 1:kgp9682337 2 2 | SNP61:s2228203 | 091 091 | 2197802198 | 12,1379 | 246486 | 04884742
CNPPD1 | SNP 851043160 2 2 | SNP65:rs11236 1 1,04 | 1,920076923 | 26,7431 | 163,7143 | 8,163352255
BCL2 SNP 36:r51564483 2 2 | SNP55:rs4987857 | 0,29 0,29 | 6,858551724 | 13,6149 | 11,001 | 1,237605672
SNP-46:r51957848 | 074
FAMB5B | SNP124s12183109 | 05 05 | SNP77:s11285 1 1 05 38,6914 | 39,9277 | 8,869036534
SNP-40:rs10961 093
ST6GALL | SNP 19152284749 S 1 | SNP18:irs2284749 | 1,27 2,04 | 0,490196070 | 15,0179 | 12,2028 | 1,230692956
SNP-73:rs4886848 2
SNP 37:rs1043346 S SNP 37:rs1043346 | 0,38
ARL6P5 | SNP-33:s7038 2 2 | SNP 72560050966 | 05 05 4 57,8305 | 77,8226 | 0,743104848
84:rs138489258
DAXX SNP 23:rs1059231 4 4 | SNP 23:rs1059231 E 1 4 33,1412 | 14,2532 | 2,328176101
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1501
Recibir un gran ndmero de lecturas
1502
k4
ldentificar posiciones de lecturas en una secuencia de referencia
1503
k4
ldentificar locus informativos maternos que son homocigéticos
para un primer alelo y heterocigdticos para un segundo alelo
1504
X
Filtrar los locus informativos maternos
1505
X
Determinar el primer nimero de lecturas que contienen el primer
alelo para cada locus informativo materno filtrado
1506
¥
Determinar el segundo ndimero de lecturas que contiene el
segundo alelo para cada locus informativo materno filtrado
1507
¥
Calcular una suma del primer ndmero vy el segundo
numero para cada locus informativo materno filtrado
1508
¥
Calcular una relacién materna del segundo ndmero dividido
por la suma de cada locus informativo materno filtrado
1509
¥
Determinar un escalar que representa |la expresion total con
relacion a la expresion del segundo alelo para cada locus
informativo materno filtrado
1510
¥
Multiplicar la relacién materna por el escalar para obtener una
1511 contribucion materna para cada locus informativo materno filtrado
¥
Calcular la contribucion fetal como uno menos la contribucion
materna para cada locus informativo materno filtrado
1512
X
Determinar una parte de ARN en la muestra de origen fetal
Iy
FIG. 15 1500
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Fase inicial del embarazo Fase final del embarazo
n°de SNP n°de genes n° de SNP n°de genes
Alelos de SNP especificos del feto
(feto=AB, madre=AA)
SNP/genes informativos totales 16.051 6.714 20.643 7.788
SNP/genes después del filtrado ASE NA® 19.463 7.581
Transcritos en plasma materno 4.470 2.647 (39,43%)° 7.114 3.813 (48,96%)
Contribucion fetal (total) 109 98 (3,70%)" 504 430 (11,28%)
Alta contribucion fetal 25 24 (0,91%)° 112 96 (2,52%)
Alelos de SNP especificos de la madre
(feto=AA, madre=AB)
SNP/genes informativos totales 15.962 6.753 19.833 7.761
SNP/genes después del filtrado ASE NA 19.343 7.656
Transcritos en plasma materno 4.414 2.654 (39,30%) 6.995 3.717 (47,89%)
Contribucidon materna (total) 3.156 2.041 (76,90%) 5.023 2.911 (78,32%)
Alta contribucién materna 1.634 1.130 (42,58%) 3.002 1.895 (50,98%)

a. Numero de genes que contenian SNP informativos.

b. La filtracion de la expresiéon especifica del alelo (ASE) no se realiz6 para muestras del inicio del

embarazo.

c. % de genes informativos totales que estaban presentes en el plasma materno.

d. % de transcritos de plasma materno aportado por el feto.

e. % de transcritos de plasma materno muy aportado por el feto.

FIG. 16

38




ES 2 670 544 T3

Fase inicial del embarazo
n°de SNP n° de genes®
Alelos de SNP especificos del feto
(feto=AB, madre=AA):
SNP/genes informativos totales 20.643 7.788
Transcritos en plasma materno 7.303 3.839 (49,29%)b
Contribucion fetal (total) 581 485 (12,63%)°
Alta contribucion fetal 132 111 (02,89%)"
Alelos de SNP especificos de la madre
(feto=AA, madre=AB):
SNP/genes informativos totales 19.833 7.761
Transcritos en plasma materno 7.365 3.829 (49,34%)
Contribucidon materna (total) 5.326 3.014 (78,72%)
Alta contribucién materna 3.321 1.986 (51'87%)
1.130 (42,58%)

a. Numero de genes que contenian SNP informativos.
b. % de genes informativos totales que estaba presente en el plasma materno.
c. % de transcritos de plasma materno aportado por el feto.

d. % de transcritos de plasma materno muy aportado por el feto.

FIG. 17
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Contribucion fetal Contribucién materna

Embarazoen | ;
fase inicial i i

Embarazoen /
fase final

FIG. 18A

Plasma materno antes del parto frente a después del parto

3.002 SNP de alta
contribucion materna

;Recuenfos de alelos totales: % i

: Antes
del parto

Después
- del parto

Relaciones de alelos fetales:

Antes del parto

Después del parto

FIG. 188
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X

|[dentificar locus informativos especificos de la madre o el feto
gue son homocigoticos para un primer alelo y heterocigdéticos
para un segundo alelo

¥

Filtrar los locus informativos

X

Determinar un primer nimero de lecturas que contienen el
primer alelo para cada locus informativo filtrado

X
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segundo alelo para cada locus informativo filtrado

¥

Calcular una relacion del primer namero y el segundo
numero para cada locus informativo filfrado

X

Disefiar el locus informativo filtrado como marcador
cuando la relacidn supera un valor discriminatorio
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Caso 9356 Caso 9415
Plasma antes Plasma Plasma antes Plasma
Gen de.l parto después del Veces de dgl parto después del Veces de Notas.
(nivel de parto . (nivel de parto . (referencias)
L ) cambio L ) cambio
transcripcion) (nivel de transcripcion) (nivel de
transcripcion) transcripcion)
CSH1 1391,00 17,66 78,78 796,21 1,13 704,89 a(1)
KISS1 433,89 8,25 52,56 17,36 7,26 20,29 a(2)
STAT1 227,34 104,49 2,18 275,22 85,30 3,23 b
CGA 270,02 6,98 38,67 134,19 1,00 134,19
CSH2 136,04 3,89 34,96 185,78 2,74 67,84
TFPI2 216,09 15,11 14,30 85,16 3,55 24,02 a(2)
GBP1 99,47 45,89 2,17 153,00 63,58 2,41 b
PLAC4 177,87 1,03 172,41 69,32 1,00 69,32 a(3)
HSD17B1 140,14 5,94 23,58 93,76 25,56 3,67 b
CSHL1 140,57 1,00 140,57 66,97 1,00 66,97 a(4)
KRT8 86,47 23,42 3,69 76,78 13,28 5,78 c
KRT18 86,76 25,92 3,35 64,11 20,27 3,16 b
HPGD 87,76 38,45 2,28 39,05 13,36 2,92 d
GADDA45G 48,82 20,75 2,35 73,22 23,37 3,13 b
LGALS14 56,55 1,00 56,55 62,86 1,00 62,86
HSD3B1 80,62 3,51 17,28 48,26 1,00 48,26
KRT19 77,95 24,04 3,24 30,71 3,52 8,71
SERPINE1 37,39 15,29 2,45 60,90 12,71 4,79 a (5)
GDF15 62,32 3,68 16,92 33,52 12,10 2,77
CYP19A1 70,84 4,90 14,47 18,65 1,00 18,65
PSG4 36,10 1,45 24,89 47,82 1,00 47,82
PSG3 53,00 1,00 53,00 23,03 1,00 23,03
CRYAB 15,46 1,00 15,46 58,22 4,50 12,93
HSPB8 35,59 6,62 5,37 36,79 13,47 2,73
PKIB 45,08 8,79 5,13 26,12 8,09 3,23
PGF 44,72 5,40 8,29 24,94 3,80 6,57
CYP11A1 40,77 3,64 12,20 28,04 1,71 16,41
PSG5 42,56 1,00 42,56 25,66 1,00 25,66
PSG1 37,70 1,49 25,29 28,17 1,00 28,17
PAPPA 40,90 5,91 8,92 20,03 1,00 20,03 a (6)
ADAM12 44,48 4,01 11,09 15,16 1,00 15,16 a(7)
PSG2 29,16 1,00 29,16 29,95 1,00 29,95
VGLL3 34,80 1,98 17,54 20,36 1,80 11,34
KRT7 27,20 10,39 2,62 26,54 9,75 2,72
TMEM54 32,99 5,94 5,56 18,70 5,22 3,58
PRKCZ 28,22 10,05 2,81 23,12 8,76 2,64
SDC1 30,62 2,62 11,68 17,43 1,84 9,45
LGALS13 32,32 1,00 32,32 15,60 1,00 15,60
EFHD1 15,55 2,80 5,56 30,55 3,94 7,76
CAPN6 23,18 1,64 14,14 22,90 1,00 22,90
XAGE3 25,08 2,59 9,67 13,08 1,00 13,08
EBI3 18,79 6,48 2,90 17,96 7,30 2,46
GH2 19,16 1,00 19,16 17,22 1,00 17,22 a(7)
PAGE4 28,89 2,99 9,67 6,28 1,00 6,28
FIG. 21

43




ES 2 670 544 T3

Caso 9356 Caso 9415
Plasma antes Plasma Plasma antes Plasma
Gen de.l parto después del Veces de dgl parto después del Veces de Notas-
(nivel de parto . (nivel de parto . (referencias)
L ) cambio L ) cambio
transcripcion) (nivel de transcripcion) (nivel de
transcripcion) transcripcion)
ALPP 19,62 1,54 12,73 14,03 1,00 14,03
INHBA 18,99 2,71 7,01 14,51 4,29 3,38 a (6)
LOC100505659 17,53 1,00 17,53 15,65 1,00 15,65
FBLN1 10,12 2,12 4,76 20,01 1,28 15,62
SEMA3B 16,06 2,52 6,38 12,90 1,00 12,90
GPC3 18,22 1,00 18,22 10,12 1,00 10,12
PLAC2 19,86 1,99 9,96 8,04 1,97 4,09
PSG9 7,10 1,00 7,10 20,32 1,00 20,32 a(8)
FN1 17,30 6,57 2,63 9,72 3,81 2,55
NOS3 10,01 3,45 2,90 16,07 7,08 2,27
LOC100506655 12,29 1,00 12,29 13,53 1,00 13,53
PSG11 19,48 1,83 10,63 5,77 1,00 5,77
SPTLC3 19,82 1,00 19,82 4,99 1,00 4,99
EXPH5 12,58 4,48 2,81 12,09 2,24 5,40
HSPA2 12,86 5,85 2,20 11,40 4,87 2,34
PSG6 10,66 1,00 10,66 13,38 1,00 13,38
PLAC1 17,08 1,00 17,08 6,60 1,00 6,60 a(3)
TACC2 5,93 1,61 3,69 16,24 1,64 9,89
PRPF40B 8,27 3,98 2,08 12,53 5,32 2,36
LOC388948 12,97 1,00 12,97 7,71 1,00 7,71
SERPINB2 13,48 1,36 9,91 6,86 1,44 4,77 a(9)
CRH 15,40 1,00 15,40 4,75 1,00 4,75 a (10)
GBP1P1 6,35 1,19 5,32 13,04 5,04 2,59
CLDN4 12,50 1,00 12,50 6,45 2,84 2,27
C2orf72 11,14 3,29 3,38 7,26 1,74 4,18
PAPPA2 10,92 1,53 7,13 7,48 1,00 7,48
HIST2H3A 14,75 7,27 2,03 2,44 1,02 2,39
HIST2H3C 14,75 7,27 2,03 2,44 1,02 2,39
TCL6 12,92 1,00 12,92 3,93 1,00 3,93
MFSD2A 8,09 3,35 2,42 8,72 1,00 8,72
ZFAT-AS1 9,10 3,14 2,90 7,25 3,31 2,19
INSL4 13,90 2,40 5,80 2,01 1,00 2,01
DHRS2 12,24 6,11 2,00 3,30 1,00 3,30
HES2 11,03 3,11 3,54 4,50 1,46 3,08
WLS 11,06 4,77 2,32 4,40 1,68 2,63
PLCXD3 10,49 3,62 2,90 4,88 2,01 2,43
LOC100505483 5,40 1,00 5,40 9,39 2,62 3,58
C1orf130 11,60 1,85 6,28 2,48 1,00 2,48
FOSB 3,02 1,00 3,02 10,65 4,94 2,16
GCM1 5,93 1,60 3,71 6,94 1,00 6,94 a(8)
TRPV6 9,31 1,00 9,31 3,41 1,00 3,41
TFAP2A 4,02 1,00 4,02 8,59 1,46 5,87
MMP11 10,08 1,96 5,16 2,46 1,00 2,46
TUSC3 9,90 2,66 3,73 2,55 1,00 2,55
HMGCR 7,15 2,25 3,18 5,13 2,26 2,27
FIG. 21 cont.
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Caso 9356 Caso 9415
Plasma antes Plasma Plasma antes Plasma
del parto después del del parto después del Notas
Gen (nivel de parto Veces ‘de (nivel de parto Veces _de (referencias)
L ) cambio L ) cambio
transcripcion) (nivel de transcripcion) (nivel de
transcripcion) transcripcion)

CCK 7,06 1,00 7,06 4,98 1,00 4,98
LOC100129935 8,56 1,61 5,32 3,38 1,00 3,38
C8orf39 4,02 1,00 4,02 7,86 2,93 2,69
GLDN 9,39 1,00 9,39 2,44 1,00 2,44
PGAP3 6,10 2,19 2,78 4,84 2,32 2,09
MSX2P1 3,63 1,00 3,63 6,87 3,36 2,05
GH1 4,33 1,00 4,33 6,02 1,00 6,02
SVEP1 7,79 2,98 2,61 2,26 1,00 2,26
PPP1R32 2,78 1,00 2,78 7,24 1,35 5,37
PSG8 5,01 1,00 5,01 4,94 1,00 4,94
ENDOU 7,24 2,40 3,02 2,27 1,00 2,27
EGFR 6,83 1,00 6,83 2,54 1,00 2,54
DUSP4 5,24 1,61 3,26 4,13 1,41 2,92
PHYHIPL 5,53 1,00 5,63 3,48 1,39 2,51
CTSF 6,01 1,00 6,01 2,77 1,03 2,69
TRIM29 3,54 1,00 3,54 5,13 1,00 5,13
RCN3 3,07 1,00 3,07 5,34 1,12 4,77
SPIRE2 5,93 2,27 2,61 2,48 1,00 2,48
LOC100216001 4,60 1,06 4,35 3,55 1,49 2,39
FAM176A 5,76 2,10 2,74 2,36 1,00 2,36
SCIN 5,18 1,00 5,18 2,82 1,00 2,82
ZNF500 2,41 1,00 2,41 5,52 2,23 2,47
PRR16 2,83 1,00 2,83 4,91 1,18 4,18
LOC100128054 4,55 1,05 4,35 3,08 1,00 3,08
OLR1 4,53 1,17 3,87 2,71 1,00 2,71
SLC30A2 5,18 1,00 5,18 2,00 1,00 2,00
LOC285972 3,49 1,00 3,49 3,64 1,02 3,58
HESX1 4,25 1,26 3,38 2,64 1,00 2,64
TMEM139 4,61 1,00 4,61 2,25 1,00 2,25
ZNF727 3,82 1,00 3,82 2,58 1,24 2,09
TM4SF19 4,04 1,39 2,90 2,34 1,00 2,34
EFS 3,88 1,00 3,88 2,38 1,00 2,38
TIMD4 2,08 1,00 2,08 3,62 1,51 2,39
ALDH3B2 2,91 1,00 2,91 2,76 1,00 2,76
KRT81 2,61 1,00 2,61 2,92 1,00 2,92
MUC15 2,94 1,00 2,94 2,19 1,00 2,19
PRSS8 2,20 1,00 2,20 2,87 1,00 2,87
SH2D5 2,41 1,00 2,41 2,42 1,00 2,42
LOC728175 2,28 1,00 2,28 2,31 1,10 2,09
GRHL2 2,45 1,00 2,45 2,13 1,00 2,13
PABPNIL 2,18 1,00 2,18 2,37 1,00 2,37
CORO6 2,08 1,00 2,08 2,07 1,00 2,07

Notas:

a. Transcritos anteriormente descritos por estar relacionados con el embarazo en el plasma materno

b. Transcritos recién identificados en este estudio por RNA-seq del plasma materno y validados por RT-PCR en tiempo real (Datos
complementarios Fig. 6)

¢. ARNm de KRT8 no se estudio por RT-PCR ya que no pudo disefiarse el ensayo de deteccion

d. El resultado de RT-PCR en tiempo real demuestra que el ARNm de HPGD no presentaba patrén de
(Datos complementarios Fig. 8)

eliminacion tras el parto
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ARN Preeclampsia Normal ARN Preeclampsia Normal
ADAM9 26,78 12,26 LYGE 84,52 31,38
AGBL5 144,47 65,14 MEIS1 79,49 18,77
APOBR 64,12 26,31 MLH3 150,61 36,10
APOL2 59,24 29,05 MYADM 51,11 16,60

APP 212,58 84,93 NCF1 107,35 41,90
ASAH1 167,14 47,38 NCF1B 34,80 9,41
ATP5I 23,85 9,20 NDUFA1 20,73 7,36

ATP6VOE1 60,73 20,56 NES 176,78 58,83

B2M 1765,75 654,19 NFAM1 49,17 17,91
BCAP31 42,85 14,86 NGFRAP1 106,72 19,52
BRK1 91,46 41,63 NPTN 80,63 29,97
C120rf76 16,97 4,56 NT5C3 173,39 65,34
C190rf59 22,94 6,42 OST4 404,86 100,63
C190rf79 13,22 3,00 PARK7 97,39 40,79

Corf151-NBL1 25,89 11,19 PARP10 52,41 19,75
C2lorf7 308,80 83,41 PDGFA 55,19 24,29
C7orf53 8,04 0,73 PF4 680,43 208,45
CARD16 85,90 29,13 PGRMC1 332,76 78,90

CD97 59,09 28,74 PRIC285 72,34 20,44
CEBPD 147,37 44,30 PSMB9 73,17 34,36
CTSA 341,67 138,37 RAB32 51,90 25,20
CYB5R1 25,14 10,12 RABAC1 25,10 7,80

DDX11L10 38,97 7,34 RBX1 36,44 15,06
DUSP1 168,06 30,57 RNF213 316,69 147,00
DYNLRB1 166,30 59,63 RPPH1 242,37 63,73

EMP3 99,80 39,75 S100P 48,92 14,31
ENKUR 64,87 15,45 S1PR3 9,45 1,41
GALM 31,68 5,09 SAT1 213,55 100,86

GDI1 91,22 41,05 SEPT3 14,54 6,35

HIST1H2AC 271,60 72,77 SERF2 310,66 144,79
HIST1H3H 131,91 40,96 SHISA5 141,53 59,85
HIST1H4A 20,40 5,53 SIGLEC1 18,55 3,32
HIST1H4B 25,44 5,58 SIGLEC14 10,79 0,95
HIST1H4E 74,16 26,59 SNN 348,09 171,73
HIST1H4H 69,35 18,31 SOD2 569,41 229,85
HIST1HAL 20,99 6,89 SPARC 914,92 286,17

HLA-C 417,81 203,10 TIMP1 76,27 27,68

HLA-L 11,78 3,90 TMEM140 121,93 29,08

HRC 14,87 0,16 TMEM185A 36,93 12,09
HSPA1A 37,29 14,90 TMEM50A 139,68 32,72

IFI6 171,27 18,29 TRIM22 135,78 58,79
ISG20 86,19 23,09 TSC22D3 330,23 108,27
JAM3 121,57 52,31 UBE2LR 171,88 63,40

KLF6 127,12 62,64 VKORCI1L1 63,06 25,17
LEPR 43,19 17,71 VTRNA1-1 7,23 0,08
LEPROT 70,13 34,38 YIF1B 36,33 16,96
LILRAS 31,45 11,05 YPEL3 150,75 73,23

LOC146336 13,75 4,89 YWHAH 236,85 116,18

LRRC32 102,05 34,23 ZNF485 15,35 6,38
FIG. 26
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