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DESCRIPCION

Procedimiento y dispositivo para detectar microdelecion en el area del cromosoma STS

Campo técnico

Las realizaciones de la presente divulgacion se refieren en general a tecnologia de ingenieria genética, mas
particularmente a un procedimiento de deteccién de una microdelecién en una region de sitio de secuencia marcada
de un cromosoma y un aparato del mismo.

Antecedentes

La delecién es un fendmeno de que se produce una pérdida parcial de cromosoma o moléculas de ADN en un
genoma, que es la razén mas importante que lleva a la mutacion genética.

En la actualidad, la técnica de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) se usa normalmente en la deteccion de
una microdelecion en una region de sitio de secuencia marcada (STS) de un cromosoma. La técnica de PCR es un
procedimiento de amplificacion selectiva de determinada region especial de ADN in vitro mediante la estimulacion de
un patron de réplica de ADN in vivo. El uso de la técnica de PCR tiene ventajas de rapidez y conveniencia cuando se
detecta una pequefia cantidad de sitios; ademas de que requiere conocer las secuencias en ambos extremos de una
determinada regién de ADN de antemano para el disefio de la sonda, mediante la cual requiere que estas
microdeleciones en la region de sitio de secuencia marcada del cromosoma deben darse a conocer por adelantado.

El documento KR 2009 0112235 A desvela un ensayo de cribado de infertilidad idiopatica en el que se proporciona
un chip de microdelecion de cromosoma Y humano para analizar rapidamente 19 tipos de marcador de STS y cinco
genes para detectar la microdelecion de sitios de AZFa, AZFb y AZFc. El ensayo de cribado comprendia: una etapa
de concepcion de un chip en el que se reconocen 25 tipos de sondas; una etapa de aislamiento de ADN gendmico
mediante perla magnética a partir de sangre o semen; una etapa de amplificacion de nueve tipos de AZFa, diez tipos
de AZFb, y nueve tipos de AZFc de marcador de STS o gen mediante PCR; una etapa de introduccion de hibridacion
entre las sondas; y una etapa de cribado del chip y medicion de la intensidad de fluorescencia.

Sin embargo, cuando se enfrenta a una gran cantidad de muestras o microdeleciones no informadas, la deteccion
usando la técnica PCR puede tener una enorme limitacion; ademas, cuando la region de sitio de secuencia marcada
a detectar que tiene un ndmero relativamente superior de sitios o, particularmente, cuando se detecta, la deteccion
tradicional usando la técnica PCR ha sido incapaz de cumplir tal requisito, de este modo, se requiere adicionalmente
un procedimiento novedoso de investigacion.

Sumario

Un problema técnico principal solucionado por la presente divulgacion es proporcionar un procedimiento de
deteccion de una microdelecidon en una region de sitio de secuencia marcada de un cromosoma y un aparato del
mismo, que pueda detectar la microdelecion en la region de sitio de secuencia marcada del cromosoma cuando se
enfrenta a una gran cantidad de muestra con un coste limitado y también pueda detectar microdeleciones no
informadas en la region de sitio de secuencia marcada del cromosoma.

Para solucionar el anterior problema técnico, una solucion técnica usada por la presente divulgacion es: proporcionar
un procedimiento de deteccion de una microdelecion en una regiéon de sitio de secuencia marcada de un
cromosoma, que comprende:

obtener una sonda de captura que se corresponde con secuencia de ADN de la region de sitio de secuencia
marcada;

hibridar la sonda de captura con una biblioteca de una pluralidad de muestras de ADN, para capturar la
secuencia de ADN de la region de sitio de secuencia marcada a partir de la pluralidad de muestras de ADN;
secuenciar la secuencia de ADN capturada de la regién de sitio de secuencia marcada para obtener datos de
secuenciacion; y

analizar los datos de secuenciacion usando un procedimiento estadistico matematico, para obtener un resultado
que muestra una presencia o una ausencia de la microdelecién en la region de sitio de secuencia marcada del
cromosoma en cada una de la pluralidad de muestras de ADN.

Preferentemente, la etapa de analisis de los datos de secuenciacién usando el ensayo estadistico matematico
comprende adicionalmente:

someter un valor de profundidad de secuenciacion de la regién de sitio de secuencia marcada a normalizacion,
para obtener un valor de profundidad de secuenciacion normalizado; y

detectar un valor atipico del valor de profundidad de secuenciacion de la regidon de sitio de secuencia marcada
basandose en el valor de profundidad de secuenciacion normalizado usando el procedimiento estadistico
matematico, para obtener el resultado que muestra la presencia o la ausencia de la microdelecién en la region de
sitio de secuencia marcada del cromosoma en cada una de la pluralidad de muestras de ADN.
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Preferentemente, la etapa de someter el valor de profundidad de secuenciacion de la region de sitio de secuencia
marcada a normalizacién comprende adicionalmente:

dividir todos los valores de profundidad de secuenciacion de cada una de la pluralidad de muestras de ADN para una
misma region por un valor de profundidad promedio de cada una de la pluralidad de muestras de ADN, para obtener
los valores de profundidad normalizados de la pluralidad de muestras de ADN para la misma region.

Preferentemente, la etapa de detectar el valor atipico del valor de profundidad de secuenciacion de la regién de sitio
de secuencia marcada comprende adicionalmente:

calcular un valor medio y una varianza basandose en todos los valores de profundidad de secuenciacion
normalizados de cada una de la pluralidad de muestras de ADN para una misma region;

obtener una curva de distribucion normal con todos los valores no atipicos para la misma region, basandose en
el valor medio calculado y varianza de todos los valores de profundidad normalizados de cada una de la
pluralidad de muestras de ADN para la misma region;

calcular una probabilidad para cada una de la pluralidad de muestras de ADN en cada regién con un valor de
profundidad de secuenciacién especifico, basandose en la curva de distribucion normal;

determinar un primer valor de corte de probabilidad basandose en la probabilidad para cada una de la pluralidad
de muestra de ADN en una regiéon dada con el valor de profundidad de secuenciacion especifico; y

obtener un resultado R1 que muestra la presencia de la microdelecion en la region dada, si la probabilidad de
una de la pluralidad de muestras de ADN en la regién dada con el valor de profundidad de secuenciacion
especifico es inferior al primer valor de corte de probabilidad.

Preferentemente, en el que después de la etapa de obtener el resultado R1, el procedimiento comprende
adicionalmente:

someter el resultado R1 a verificacion experimental, para obtener un resultado de verificacion;

determinar un segundo valor de corte de probabilidad basandose en el resultado de verificacion, en el que el
segundo valor de corte de probabilidad es inferior al primer valor de corte de probabilidad; y

obtener un resultado R2 que muestra la presencia de la microdelecion en la region dada, si la probabilidad de
una de la pluralidad de muestras de ADN en la regién dada con el valor de profundidad especifico es inferior al
segundo valor de corte de probabilidad.

Preferentemente, en el que la etapa de detectar el valor atipico del valor de profundidad de secuenciacion de la
region de sitio de secuencia marcada comprende adicionalmente:

calcular una primera relacion D/S entre el valor de profundidad normalizador de la pluralidad de muestras de
ADN de una regiéon dada y una media de todos los valores de profundidad de secuenciaciéon de cada una de la
pluralidad de muestras de ADN, basandose en el valor de profundidad normalizado de la region de sitio de
secuencia marcada de la pluralidad de muestras de ADN;

calcular una primera relaciéon D/R entre el valor de profundidad normalizador de la pluralidad de muestras de
ADN de la regién dada y una mediana de todos los valores de profundidad de secuenciacion de todas las
regiones, basandose en el valor de profundidad normalizado de la regién de sitio de secuencia marcada de la
pluralidad de muestras de ADN;

formar un primer valor de corte de relacién con la primera relacion D/S usando algoritmo ID3 y formar un
segundo valor de corte de relacion con la primera relacion D/R usando algoritmo ID3;

obtener el resultado que muestra la ausencia de la microdelecion en la region dada de la pluralidad de muestras
de ADN, si la primera relacion D/S es superior al primer valor de corte de relacion;

obtener el resultado que muestra la ausencia de la microdelecion en la region dada de la pluralidad de muestras
de ADN, si la primera relacién D/S es inferior al primer valor de corte de relacion y la primera relacion D/R es
superior al segundo valor de corte de relacion; y

obtener el resultado que muestra la presencia de la microdelecion en la regiéon dada de la pluralidad de muestras
de ADN, si la primera relacién D/S es inferior al primer valor de corte de relacion y la primera relacion D/R es
inferior al segundo valor de corte de relacion.

Preferentemente, la etapa de detectar el valor atipico del valor de profundidad de secuenciacién de la regién de sitio
de secuencia marcada comprende adicionalmente:

calcular un valor medio y una varianza basandose en todos los valores de profundidad normalizados de cada una
de la pluralidad de muestras de ADN para una misma region;

obtener una curva de distribucion normal con todos los valores no atipicos para la misma region, basandose en
el valor medio calculado y varianza de todos los valores de profundidad normalizados de cada una de la
pluralidad de muestras de ADN para la misma region;

calcular una probabilidad para cada una de la pluralidad de muestras de ADN en cada regién con un valor de
profundidad de secuenciacién especifico, basandose en la curva de distribucion normal;

determinar un tercer valor de corte de probabilidad basandose en la probabilidad para cada una de la pluralidad
de muestra de ADN en una regiéon dada con el valor de profundidad de secuenciacion especifico;

obtener un resultado R3 que muestra la presencia de la microdelecion en la region dada, si la probabilidad de
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una de la pluralidad de muestras de ADN en la regién dada con el valor de profundidad de secuenciacion
especifico es inferior al tercer valor de corte de probabilidad;

calcular una segunda relacion D/S entre el valor de profundidad normalizador de la pluralidad de muestras de
ADN de la region dada y una mediana de todos los valores de profundidad de secuenciaciéon de cada una de la
pluralidad de muestras de ADN en el resultado R3;

calcular una segunda relacién D/R entre el valor de profundidad normalizador de la pluralidad de muestras de
ADN de la regién dada y una mediana de todos los valores de profundidad de secuenciacion de todas las
regiones en el resultado R3;

formar un tercer valor de corte de relacion con la segunda relacion D/S usando algoritmo ID3 y formar un cuarto
valor de corte de relacion con la segunda relacion D/R usando algoritmo 1D3;

obtener el resultado que muestra la ausencia de la microdelecion en la region dada de la pluralidad de muestras
de ADN, si la segunda relacion D/S es superior al tercer valor de corte de relacion;

obtener el resultado que muestra la ausencia de la microdelecion en la region dada de la pluralidad de muestras
de ADN, si la segunda relacién D/S es inferior al tercer valor de corte de relacion y la segunda relacion D/R es
superior al cuarto valor de corte de relacion; y

obtener el resultado que muestra la presencia de la microdelecion en la regiéon dada de la pluralidad de muestras
de ADN, si la segunda relacion D/S es inferior al tercer valor de corte de relacion y la segunda relacién D/R en el
resultado R3 es inferior al cuarto valor de corte de relacion.

Preferentemente, la etapa de obtener la sonda de captura comprende adicionalmente:

encontrar la secuencia de ADN de la region de sitio de secuencia marcada dentro de una base de datos
gendmica;

seleccionar una secuencia de ADN cualificada de la regidon de sitio de secuencia marcada que cumple el
requisito para designar la sonda de captura; y

designar y sintetizar la sonda de captura basandose en la secuencia de ADN cualificada.

Preferentemente, la biblioteca de la pluralidad de muestras de ADN se construye mediante las siguientes etapas:

construir una pluralidad de bibliotecas de ADN para una pluralidad de muestras de ADN Unicas, en la que cada
una de la pluralidad de bibliotecas de ADN tiene un adaptador distinto respectivamente;

mezclar la pluralidad de bibliotecas de ADN con una relaciéon predeterminada; y

determinar la mezcla resultado como la biblioteca de mezcla, si la mezcla resultante cumple un requisito de
control de calidad.

Preferentemente, en la etapa de construccion de una pluralidad de bibliotecas de ADN para una pluralidad de
muestras de ADN Unicas, para cada una de la pluralidad de muestras de ADN Unicas, la biblioteca de ADN se
construye mediante la siguientes etapas:

romper un genoma de ADN en fragmentos de ADN que tienen un tamafio predeterminado mediante
procedimiento fisico o quimico, para obtener fragmentos de ADN;

someter los fragmentos de ADN a reparacion de extremo, para obtener fragmentos de ADN con extremo
reparado con un extremo fosforilado;

afadir una base "A" a los fragmentos de ADN con extremo reparado en el extremo 3' para obtener fragmentos de
ADN con la base "A" en el extremo 3';

ligar un adaptador de indice a los fragmentos de ADN con la base "A" en el extremo 3', para obtener fragmentos
de ADN ligados con el adaptador de indice;

amplificar los fragmentos de ADN ligados con el adaptador de indice usando un cebador que comprende una
secuencia especifica al adaptador de indice, para obtener un producto de amplificacion; y

determinar el producto de amplificacion como la biblioteca de ADN, si el producto de amplificacién cumple el
requisito de control de calidad.

Preferentemente, después de la etapa de secuenciacion de la secuenciacion del ADN capturado y antes de la etapa
de analisis de los datos de secuenciacion, el procedimiento comprende adicionalmente:
someter los datos de secuenciacion a un control de calidad.

Preferentemente, la etapa de someter de los datos de secuenciacion a control de calidad comprende
adicionalmente:

filtrar los primeros datos no cualificados en los datos de secuenciacién, para obtener primeros datos de
secuenciacion cualificados;

alinear la primera secuenciacion cualificada a una secuencia de genoma de referencia mediante software de
alineacion de secuencia corta y calcular un primer parametro de correlacion del valor de profundidad de
secuenciacion de cada una de la pluralidad de muestras de ADN y un segundo parametro de correlacion del
valor de profundidad de secuenciacion para una region de sitio de secuencia marcada entre la pluralidad de
muestras de ADN;

filtrar segundos datos de secuenciacion no cualificados basandose en el primer parametro de correlacion



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2701775 T3

calculado, para obtener segundos datos de secuenciacion cualificados; y

filtrar terceros datos de secuenciacion no cualificados basandose en el segundo parametro de correlacion
calculado, para obtener terceros datos de secuenciacion cualificados de la region de sitio de secuencia marcada
dada.

Preferentemente, la etapa de filtrar los primeros datos no cualificados en los datos de secuenciacién, para obtener
los primeros datos de secuenciacién cualificados que comprenden adicionalmente:

obtener un primer conjunto de datos de secuenciacion filirando datos no cualificados que contiene mas de una
proporcion predeterminada de bases que tienen una baja calidad de los datos de secuenciacion;

obtener un segundo conjunto de datos de secuenciacion filtrando datos no cualificados que contiene mas del 10
% de bases no determinadas a partir del primer conjunto de datos de secuenciacion;

obtener un tercer conjunto de datos de secuenciacion filtrando datos no cualificados que contiene una secuencia
de adaptador de secuenciacion a partir del segundo conjunto de datos de secuenciacion después de haber sido
alineado a una biblioteca de secuencias de adaptador de secuenciacion; y

obtener los primeros datos de secuenciacion cualificados filtrando datos no cualificados de los cuales contiene
una secuencia exogena a partir del tercer conjunto de datos de secuenciacion después de haber sido alienados a
todas las secuencias exdgenas introducidas.

Preferentemente, la etapa de filirado de los segundos datos de secuenciacion no cualificados que comprende
adicionalmente:

obtener un cuartil inferior Q1, un cuartil superior Q3 y un intercuartil IQR mediante funcién cuartil y clasificando
todos los valores de profundidad de secuenciacion de la pluralidad de muestras de ADN en los primeros datos de
secuenciacion cualificados en un orden ascendente; y

filtrar datos de secuenciacion no cualificados de los cuales tiene un valor de profundidad de secuenciacién mas
alla de un intervalo de Q1-1.51QR a Q3+1.51QR, para obtener los segundos datos de secuenciacion cualificados.

Preferentemente, la etapa de filtrado de los terceros datos de secuenciacién no cualificados que comprende
adicionalmente:

obtener un cuartil inferior Q1, un cuartil superior Q3 y un intercuartil IQR mediante funcién cuartil y clasificando
todos los valores de profundidad de secuenciacion de la regién dada entre distintas muestras de ADN en los
segundos datos de secuenciacion cualificados en un orden ascendente; y

filtrar datos de secuenciacion no cualificados de los cuales una mediana de los valores de profundidad de
secuenciacion de la region dada entre las distintas muestras de ADN es cero o superior a Q3+1.51QR, para
obtener los terceros datos de secuenciacion cualificados.

Como referencia, se describe otra solucién técnica en el presente documento: proporcionar un aparato para la
deteccion de una microdeleciéon en una region de sitio de secuencia marcada de un cromosoma, que puede
comprender:

una sonda de captura que obtiene modulo, para obtener una sonda de captura que se corresponde con
secuencia de ADN de la region de sitio de secuencia marcada;

un moédulo de hibridacion, para hibridar la sonda de captura con una biblioteca de mezcla de una pluralidad de
muestras de ADN, para capturar la secuencia de ADN de la region de sitio de secuencia marcada a partir de la
pluralidad de muestras de ADN;

un modulo de obtencion de datos de secuenciacion, para secuenciar la secuencia de ADN capturada de la region
de sitio de secuencia marcada para obtener datos de secuenciacion; y

un moédulo de obtencién de resultados de microdelecion, para analizar los datos de secuenciacién usando un
procedimiento estadistico matematico, para obtener un resultado que muestra una presencia o una ausencia de
la microdelecion en la region de sitio de secuencia marcada del cromosoma en cada una de la pluralidad de
muestras de ADN.

Preferentemente, el médulo de obtencion de resultados de microdelecidon comprende adicionalmente:

una unidad de normalizacién de valor de profundidad de secuenciacién, para someter un valor de profundidad de
secuenciacion de la region de sitio de secuencia marcada a normalizacion, para obtener un valor de profundidad
de secuenciacion normalizado; y

una unidad de obtencién de resultados de microdelecion, para detectar un valor atipico del valor de profundidad
de secuenciacion de la region de sitio de secuencia marcada basandose en el valor de profundidad de
secuenciacion normalizado usando el procedimiento estadistico matematico, para obtener el resultado que
muestra la presencia o la ausencia de la microdelecion en la regiéon de sitio de secuencia marcada del
cromosoma en cada una de la pluralidad de muestras de ADN.

Preferentemente, la unidad de normalizacién de valor de profundidad de secuenciacion se usa en la division de
todos los valores de profundidad de secuenciacion de cada una de la pluralidad de muestras de ADN para una
misma regién por un valor de profundidad promedio de cada una de la pluralidad de muestras de ADN, para obtener
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los valores de profundidad normalizados de la pluralidad de muestras de ADN para la misma region.

Preferentemente, la unidad de obtencién de resultados de microdelecion comprende adicionalmente:
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un modulo de obtencion de valor medio y varianza, para calcular un valor medio y una varianza basandose en
todos los valores de profundidad de secuenciacién normalizados de cada una de la pluralidad de muestras de
ADN para una misma region;

un médulo de obtencién de curva de distribucion normal, para obtener una curva de distribucion normal con
todos los valores no atipicos para la misma region, basandose en el valor medio calculado y varianza de todos
los valores de profundidad normalizados de cada una de la pluralidad de muestras de ADN para la misma region;
un médulo de calculo de probabilidad, para calcular una probabilidad para cada una de la pluralidad de muestras
de ADN en cada regién con un valor de profundidad de secuenciacion especifico, basandose en la curva de
distribucion normal; y

un primer modulo de determinacion, para determinar un primer valor de corte de probabilidad basandose en la
probabilidad para cada una de la pluralidad de muestra de ADN en una region dada con el valor de profundidad
de secuenciacion especifico y obtener un resultado R1 que muestra la presencia de la microdelecion en la region
dada, si la probabilidad de una de la pluralidad de muestras de ADN en la region dada con el valor de
profundidad de secuenciacion especifico es inferior al primer valor de corte de probabilidad.

Preferentemente, la unidad de obtencién de microdelecion ain comprende adicionalmente:

un moédulo de determinacién de valor de corte de probabilidad, para someter el resultado R1 a verificacion
experimental, para obtener un resultado de verificacion y determinar un segundo valor de corte de probabilidad
basandose en el resultado de verificacion, en el que el segundo valor de corte de probabilidad es inferior al
primer valor de corte de probabilidad; y

un segundo moédulo de determinacion, para obtener un resultado R2 que muestra la presencia de la
microdelecion en la region dada, si la probabilidad de una de la pluralidad de muestras de ADN en la regién dada
con el valor de profundidad especifico es inferior al segundo valor de corte de probabilidad.

Preferentemente, la unidad de obtencién de microdelecion ain comprende adicionalmente:

un primer médulo de obtencion de relacion D/S, para calcular una primera relacién D/S entre el valor de
profundidad normalizador de la pluralidad de muestras de ADN de una region dada y una mediana de todos los
valores de profundidad de secuenciacion de cada una de la pluralidad de muestras de ADN, basandose en el
valor de profundidad normalizado de la regiéon de sitio de secuencia marcada de la pluralidad de muestras de
ADN;

un primer médulo de obtencién de relacion D/R, para calcular una primera relacion D/R entre el valor de
profundidad normalizador de la pluralidad de muestras de ADN de la region dada y una mediana de todos los
valores de profundidad de secuenciacion de todas las regiones, basandose en el valor de profundidad
normalizado de la region de sitio de secuencia marcada de la pluralidad de muestras de ADN;

un primer modulo de obtencién de valor de corte de relacién, para formar un primer valor de corte de relacion con
la primera relacion D/S usando algoritmo ID3 y formar un segundo valor de corte de relacién con la primera
relacion D/R usando algoritmo ID3;

un tercer moédulo de determinacioén, para obtener el resultado que muestra la ausencia de la microdelecién en la
region dada de la pluralidad de muestras de ADN, si la primera relacion D/S es superior al primer valor de corte
de relacion;

un cuarto modulo de determinacion, para obtener el resultado que muestra la ausencia de la microdelecion en la
region dada de la pluralidad de muestras de ADN, si la primera relacion D/S es inferior al primer valor de corte de
relacion y la primera relacion D/R es superior al segundo valor de corte de relacion; y

un quinto moédulo de determinacién, para obtener el resultado que muestra la presencia de la microdelecioén en la
region dada de la pluralidad de muestras de ADN, si la primera relacion D/S es inferior al primer valor de corte de
relacion y la primera relacion D/R es inferior al segundo valor de corte de relacion.

Preferentemente, la unidad de obtenciéon de microdelecion ain comprende adicionalmente:

un modulo de obtencion de valor medio y varianza, para calcular un valor medio y una varianza basandose en
todos los valores de profundidad de secuenciacién normalizados de cada una de la pluralidad de muestras de
ADN para una misma region;

un médulo de obtencién de curva de distribucién normal, para obtener una curva de distribucion normal con
todos los valores no atipicos para la misma region, basandose en el valor medio calculado y varianza de todos
los valores de profundidad normalizados de cada una de la pluralidad de muestras de ADN para la misma region;
un médulo de calculo de probabilidad, para calcular una probabilidad para cada una de la pluralidad de muestras
de ADN en cada regién con un valor de profundidad de secuenciacion especifico, basandose en la curva de
distribucion normal;

un sexto médulo de determinacién, para determinar un tercer valor de corte de probabilidad basandose en la
probabilidad para cada una de la pluralidad de muestra de ADN en una region dada con el valor de profundidad
de secuenciacion especifico y obtener un resultado R3 que muestra la presencia de la microdelecion en la region
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dada, si la probabilidad de una de la pluralidad de muestras de ADN en la regiéon dada con el valor de
profundidad de secuenciacion especifico es inferior al tercer valor de corte de probabilidad;

un segundo moédulo de obtenciéon de relacion D/S, para calcular una segunda relacion D/S entre el valor de
profundidad normalizador de la pluralidad de muestras de ADN de la region dada y una mediana de todos los
valores de profundidad de secuenciacion de cada una de la pluralidad de muestras de ADN en el resultado R3;
un segundo moédulo de obtencion de relacion D/R, para calcular una segunda relacion D/R entre el valor de
profundidad normalizador de la pluralidad de muestras de ADN de la region dada y una mediana de todos los
valores de profundidad de secuenciacion de todas las regiones en el resultado R3;

un segundo moédulo de determinacion de valor de corte de relacién, para formar un tercer valor de corte de
relacion con la segunda relacion D/S usando algoritmo ID3 y formar un cuarto valor de corte de relacién con la
segunda relacion D/R usando algoritmo ID3;

un séptimo moédulo de determinacion, para obtener el resultado que muestra la ausencia de la microdelecion en
la regidon dada de la pluralidad de muestras de ADN, si la segunda relacién D/S es superior al tercer valor de
corte de relacion;

un octavo médulo de determinacién, para obtener el resultado que muestra la ausencia de la microdelecién en la
region dada de la pluralidad de muestras de ADN, si la segunda relacién D/S es inferior al tercer valor de corte de
relacion y la segunda relacion D/R es superior al cuarto valor de corte de relacion; y

un noveno moédulo de determinacion, para obtener el resultado que muestra la presencia de la microdelecién en
la region dada de la pluralidad de muestras de ADN, si la segunda relacion D/S es inferior al tercer valor de corte
de relacion y la segunda relacion D/R en el resultado R3 es inferior al cuarto valor de corte de relacion.

Preferentemente, el médulo de obtencién de sonda de captura comprende adicionalmente:

una unidad de deteccion de region, para encontrar la secuencia de ADN de la region de sitio de secuencia
marcada dentro de una base de datos gendmica;

una unidad de seleccién de secuencia, para seleccionar una secuencia de ADN cualificada de la region de sitio
de secuencia marcada que cumple el requisito para designar la sonda de captura; y

una unidad de obtencion de sonda de captura, para designar y sintetizar la sonda de captura basandose en la
secuencia de ADN cualificada.

Preferentemente, el aparato descrito en el presente documento puede comprender adicionalmente un modulo de
construccion de biblioteca de mezcla, en la que el médulo de construccién de biblioteca de mezcla comprende
adicionalmente:

una unidad de construccién de pluralidad de bibliotecas de ADN, para construir una pluralidad de bibliotecas de
ADN para una pluralidad de muestras de ADN Unicas, en la que cada una de la pluralidad de bibliotecas de ADN
tiene un adaptador distinto respectivamente;

una unidad de mezcla, para mezclar la pluralidad de bibliotecas de ADN con una relacién predeterminada; y

una unidad de construccion de biblioteca de mezcla, para determinar la mezcla resultado como la biblioteca de
mezcla, si la mezcla resultante cumple un requisito de control de calidad.

Preferentemente, el aparato descrito en el presente documento puede comprender adicionalmente un modulo de
control de calidad, en la que el mdédulo de control de calidad comprende adicionalmente:

una primera unidad de filtrado, para filtrar los primeros datos no cualificados en los datos de secuenciacion, para
obtener primeros datos de secuenciacion cualificados;

una unidad de calculo de valor de profundidad de secuenciacion, para alinear la primera secuenciacion
cualificada a una secuencia de genoma de referencia mediante software de alineacion de secuencia corta y
calcular un primer parametro de correlacion del valor de profundidad de secuenciaciéon de cada una de la
pluralidad de muestras de ADN y un segundo parametro de correlacion del valor de profundidad de
secuenciacion para una region de sitio de secuencia marcada entre la pluralidad de muestras de ADN;

una segunda unidad de filtrado, para filtrar segundos datos de secuenciaciéon no cualificados basandose en el
primer parametro de correlacion calculado, para obtener segundos datos de secuenciacion cualificados; y

una tercera unidad de filtrado, para filtrar terceros datos de secuenciacidon no cualificados basandose en el
segundo parametro de correlacion calculado, para obtener terceros datos de secuenciacion cualificados de la
region de sitio de secuencia marcada dada.

Para solucionar el anterior problema técnico, una solucion técnica adicional usada por la presente divulgacion es:
proporcionar al ordenador un medio legible que comprenden un orden, configurado para realizar el procedimiento
anterior por un procesador.

Las ventajas de la presente divulgacion pueden comprender: siendo distintas de la técnica anterior, el procedimiento
de deteccion de la microdelecion en la region de sitio de secuencia marcada del cromosoma y el aparato del mismo,
mediante el cual obtiene la sonda de captura que cubre una regién de sitio de secuencia marcada completa de un
cromosoma Yy captura secuencia de ADN de la region de sitio de secuencia marcada a partir de una pluralidad de
muestras de ADN después de hibridarse con una bibliotecas de mezcla de la pluralidad de muestras de ADN, puede
detectar de forma eficaz y precisa microdeleciones informadas o no informadas en una regién de sitio de secuencia
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marcada de un cromosoma con una gran cantidad de muestras de ADN; ademas el procedimiento del analisis de los
datos de secuenciacion usando un procedimiento estadistico matematico es cientifico, estable, con una alta
sensibilidad, una tasa de falso positivos baja, que puede usarse en el analisis eficaz de microdeleciones.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 es un diagrama de flujo que muestra un procedimiento de deteccién de una microdelecion en una
region de sitio de secuencia marcada de un cromosoma de acuerdo con una realizacién de la presente
divulgacion;

La Fig.2 es un diagrama de flujo que muestra un procedimiento de deteccion de una microdelecién en una region
de sitio de secuencia marcada de un cromosoma de acuerdo con otra realizacion de la presente divulgacion;

La Fig.3 es un diagrama de flujo que muestra un procedimiento de deteccién de una microdelecién en una region
de sitio de secuencia marcada de un cromosoma de acuerdo con una realizacién adicional de la presente
divulgacion;

La Fig.4 es un diagrama de flujo que muestra un procedimiento de deteccion de una microdelecién en una region
de sitio de secuencia marcada de un cromosoma de acuerdo con una realizacion de la presente divulgacion;

La Fig.5 es un diagrama de flujo que muestra un procedimiento de deteccion de una microdelecion en una region
de sitio de secuencia marcada de un cromosoma de acuerdo con otra realizacion de la presente divulgacion;

La Fig.6 es un diagrama de flujo que muestra un procedimiento de deteccion de una microdelecion en una region
de sitio de secuencia marcada de un cromosoma de acuerdo con una realizacion de la presente divulgacion;

La Fig.7 es un diagrama de flujo que muestra un procedimiento de deteccion de una microdelecion en una region
de sitio de secuencia marcada de un cromosoma de acuerdo con otra realizacién de la presente divulgacion;

La Fig.8 es un histograma que muestra una muestra filtrada que tiene un valor atipico de valor de profundidad de
secuenciacion mediante un procedimiento de deteccion de una microdelecion en una regién de sitio de
secuencia marcada de un cromosoma de acuerdo con una realizacion de la presente divulgacion;

La Fig.9 es un histograma que muestra una muestra que tiene un valor de profundidad de secuenciacion normal
mediante un procedimiento de deteccién de una microdelecién en una region de sitio de secuencia marcada de
un cromosoma de acuerdo con una realizacién de la presente divulgacion;

La Fig.10 es un diagrama de flujo que muestra un procedimiento de deteccion de una microdelecion en una
region de sitio de secuencia marcada de un cromosoma de acuerdo con otra realizacién de la presente
divulgacion;

La Fig.11 es un histograma que muestra una region filtrada que tiene un valor atipico de valor de profundidad de
secuenciacion mediante un procedimiento de deteccion de una microdelecion en una regién de sitio de
secuencia marcada de un cromosoma de acuerdo con una realizacion de la presente divulgacion;

La Fig.12 es un diagrama de flujo que muestra un procedimiento de deteccion de una microdelecion en una
region de sitio de secuencia marcada de un cromosoma de acuerdo con una realizacion adicional de la presente
divulgacion;

La Fig.13 es un diagrama de flujo que muestra un procedimiento de deteccién de una microdelecion en una
region de sitio de secuencia marcada de un cromosoma de acuerdo con una realizacion de la presente
divulgacion;

La Fig.14 es un diagrama de flujo que muestra un procedimiento de deteccion de una microdelecion en una
region de sitio de secuencia marcada de un cromosoma de acuerdo con otra realizacion de la presente
divulgacion;

La Fig.15 es un diagrama de flujo que muestra un procedimiento de deteccion de una microdelecion en una
region de sitio de secuencia marcada de un cromosoma de acuerdo con una realizacién de la presente
divulgacion;

La Fig.16 es un diagrama que muestra un ejemplo que ilustra un arbol de toma de decisiones construido
mediante algoritmo ID3 en un procedimiento de deteccion de una microdelecion en una regiéon de sitio de
secuencia marcada de un cromosoma de acuerdo con una realizacion de la presente divulgacion;

La Fig.17 es un diagrama de flujo parcial que muestra un analisis del arbol de toma de decisiones en un
procedimiento de deteccion de una microdelecién en una region de sitio de secuencia marcada de un
cromosoma de acuerdo con una realizacion de la presente divulgacion;

La Fig.18 es un diagrama de flujo que muestra el analisis del arbol de toma de decisiones en un procedimiento
de deteccion de una microdelecion en una region de sitio de secuencia marcada de un cromosoma de acuerdo
con otra realizacion de la presente divulgacion;

La Fig.19 es un diagrama de flujo que muestra un procedimiento de deteccion de una microdelecion en una
region de sitio de secuencia marcada de un cromosoma de acuerdo con una realizacion adicional de la presente
divulgacion;

La Fig.20 comprende un histograma y un grafico que muestra una mediana del valor de profundidad de
secuenciacion de una muestra en un procedimiento de deteccidon de una microdelecién en una region de sitio de
secuencia marcada de un cromosoma de acuerdo con una realizacion de la presente divulgacion;

La Fig.21 comprende un histograma y un grafico que muestra una mediana del valor de profundidad de
secuenciacion de una region mediante un procedimiento de detecciéon de una microdelecion en una region de
sitio de secuencia marcada de un cromosoma de acuerdo con una realizacion de la presente divulgacion;

La Fig.22 es un diagrama que muestra una probabilidad cuando un valor de profundidad de secuenciacion es un
valor determinado en un procedimiento de deteccidon de una microdelecion en una region de sitio de secuencia
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marcada de un cromosoma de acuerdo con una realizacion de la presente divulgacion;

La Fig.23 es un diagrama que muestra un umbral de probabilidad y una relacién entre una expectativa del umbral
de probabilidad y una observacion del umbral de probabilidad en un procedimiento de deteccion de una
microdelecion en una region de sitio de secuencia marcada de un cromosoma de acuerdo con una realizacion de
la presente divulgacion;

La Fig.24 es un diagrama que muestra una relacion de una tasa de positivo verdadero con respecto a tasa de
positivo falso en un procedimiento de deteccion de una microdelecion en una region de sitio de secuencia
marcada de un cromosoma de acuerdo con una realizacion de la presente divulgacion;

La Fig. 25 es un diagrama que muestra un aparato para detectar una microdeleciéon en una region de sitio de
secuencia marcada de un cromosoma de acuerdo con una realizacion de la presente divulgacion;

La Fig.26 es un diagrama esquematico que muestra un aparato para detectar una microdelecién en una region
de sitio de secuencia marcada de un cromosoma de acuerdo con otra realizacién de la presente divulgacion;

La Fig.27 es un diagrama esquematico que muestra un aparato para detectar una microdelecién en una region
de sitio de secuencia marcada de un cromosoma de acuerdo con una realizacién adicional de la presente
divulgacion;

La Fig.28 es un diagrama que muestra un aparato para detectar una microdelecidon en una regién de sitio de
secuencia marcada de un cromosoma de acuerdo con aun otra realizacion de la presente divulgacion;

La Fig.29 es un diagrama esquematico que muestra un aparato para detectar una microdelecién en una region
de sitio de secuencia marcada de un cromosoma de acuerdo con aun otra realizacion de la presente divulgacion.

Descripcion detallada

Se hara referencia, en detalle, a los dibujos y las realizaciones de la presente divulgacion. Ademas, los términos
"primero" y segundo” se usan en el presente documento para fines descriptivos y no estan previstos para indicar o
implicar una importante o significancia relativa.

La Fig.1 es un diagrama de flujo que muestra un procedimiento de deteccion de una microdelecién en una region de
sitio de secuencia marcada de un cromosoma de acuerdo con una realizacion de la presente divulgacion. Tal como
se muestra en la Fig.1, el procedimiento comprende:

etapa 101: obtener una sonda de captura que se corresponde con secuencia de ADN de la regién de sitio de
secuencia marcada.

El sitio de secuencia marcada (STS) es una secuencia de ADN de copia Unica corta de conocida ubicacion de
mapa que sirve como marcador, que puede mapearse Unicamente mediante amplificacion de PCR, para producir
un sitio para la realizacién de mapa, en concreto, deteccién con un orden de una serie de STS puede fabricar un
mapa de una region gendmica. Una sonda es un fragmento de ADN o ARN unicatenario corto (aproximadamente
de 20 a 500 pb) para detectar una secuencia de acido nucleico complementario del mismo.

etapa 102: hibridar la sonda de captura con una biblioteca de mezcla de una pluralidad de muestras de ADN,
para capturar la secuencia de ADN de la region de sitio de secuencia marcada a partir de la pluralidad de
muestras de ADN.

La expresion "bibliotecas de mezcla" usada en el presente documento se refiere a todas las secuencias de ADN
para secuenciar obtenidas mezclando una pluralidad de bibliotecas de ADN de muestras de ADN Unicas. A
continuacién se describe, en detalle, etapas especificas para la construccion de la biblioteca de mezcla.

etapa 103: secuenciar la secuencia de ADN capturada de la regién de sitio de secuencia marcada para obtener
datos de secuenciacion.

etapa 104: analizar los datos de secuenciaciéon usando un procedimiento estadistico matematico, para obtener
un resultado que muestra una presencia o una ausencia de la microdelecion en la region de sitio de secuencia
marcada del cromosoma en cada una de la pluralidad de muestras de ADN.

La estadistica matematica es una rama de las matematicas que se desarrolla con un desarrollo de teoria de
probabilidad, estudiando cémo optimizar eficazmente, disponer y analizar datos afectados por factores aleatorios,
mediante lo cual se puede inferior o predecir un problema en consideracion, proporcionando bases y sugerencias
para fabricar una determinada decisiéon o tomar una determinada accion.

En una realizacion, tal como se muestra en la Fig.2, la etapa de obtener la sonda de captura comprende
adicionalmente:

etapa 201: encontrar la secuencia de ADN de la regién de sitio de secuencia marcada dentro de una base de
datos gendmica.

Dentro de una region de sitio de secuencia marcada de cromosoma Y en base de datos de UCSC, en una
coordenada de ubicacion de secuencia de referencia de genoma humano Hg19 (http://genome.ucsc.edu/), la
secuencia de ADN de la region de sitio de secuencia marcada en el cromosoma Y puede encontrarse basandose
en la coordenada de ubicacion.

etapa 202: seleccionar una secuencia de ADN cualificada de la region de sitio de secuencia marcada que cumple
el requisito para designar la sonda de captura.

La eficacia de captura de un chip puede verse afectada por la repetibilidad y contenido de GC de secuencia de
ADN, que puede dar como resultado un error de captura. Por lo tanto, es muy importante seleccionar una




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2701775 T3

secuencia de ADN cualificada que cumpla el requisito de determinar la sonda de captura.
etapa 203: designar y sintetizar la sonda de captura basandose en la secuencia de ADN cualificada.

Para capturar un fragmento de ADN, la sonda de captura tiene en general una longitud de 60 a 150 pb, contenido
GC entre un intervalo del 40 % al 70 %. Cuando se determina una sonda para una secuencia de ADN de una misma
region, se requiere una pluralidad de sondas para cubrir la secuencia de ADN completa, ademas se presenta un
solapamiento entre dos de las sondas de capturas, en el que el solapamiento general tiene una longitud de 20 pb.

En una realizacion especifica, una coordenada de ubicacién de secuencia de ADN en la region de sitio de secuencia
marcada de un cromosoma se encuentra en la base de datos gendmica; y, a continuacion, la ubicacion coordinada
se envia a una empresa que proporciona un servicio de captura de ADN; y, a continuacion, se finaliza la
determinacion y sintesis de la sonda de captura por tal empresa.

Preferentemente, tal como se muestra en la Fig.3, la biblioteca de mezcla de la pluralidad de muestras de ADN se
construye mediante las siguientes etapas:

etapa 301: construir una pluralidad de bibliotecas de ADN para una pluralidad de muestras de ADN Unicas, en la
que cada una de la pluralidad de bibliotecas de ADN tiene un adaptador distinto respectivamente;

cada una de la pluralidad de bibliotecas de ADN tiene un adaptador distinto respectivamente, para distinguir
bibliotecas derivadas a partir de distintas muestras de ADN en la etapa de secuenciacién. Cada una de la
pluralidad de bibliotecas de ADN tiene una secuencia base indice distinta que tiene una longitud de 6 pb a 8 pb
en un extremo de la misma.

etapa 302: mezclar la pluralidad de bibliotecas de ADN con una relacién predeterminada.

La pluralidad de bibliotecas de ADN puede mezclarse igualmente con una relacion predeterminada.

etapa 303: determinar la mezcla resultado como la biblioteca de mezcla, si la mezcla resultante cumple un
requisito de control de calidad.

Las bibliotecas de mezcla de la pluralidad de muestras de ADN se someten a cuantificacion y a un control de calidad
para retirar impureza exégena.

Preferentemente, tal como se muestra en la Fig.4, la etapa de construccion de una pluralidad de bibliotecas de ADN
para una pluralidad de muestras de ADN Unicas, para cada una de la pluralidad de muestras de ADN Unicas, la
biblioteca de ADN se construye mediante la siguientes etapas:

etapa 401: romper un genoma de ADN en fragmentos de ADN que tienen un tamafo predeterminado mediante
procedimiento fisico o quimico, para obtener fragmentos de ADN.

En general, los fragmentos de ADN obtenidos tienen una longitud de 200 a 300 pb y la sonda capturada tiene
una longitud de aproximadamente 80 pb, como la longitud de los fragmentos de ADN siendo como de 200 a 300
pb puede dar como resultado una eficacia de captura superior relativa; ademas, el valor de profundidad de
secuenciacion es en general de 200 a 300 pb mediante secuenciacion de PE después de la captura de sonda.
etapa 402: someter los fragmentos de ADN a reparacion de extremo, para obtener fragmentos de ADN con
extremo reparado con un extremo fosforilado;

etapa 403: afiadir una base "A" a los fragmentos de ADN con extremo reparado en el extremo 3' para obtener
fragmentos de ADN con la base "A" en el extremo 3';

etapa 404: ligar un adaptador de indice a los fragmentos de ADN con la base "A" en el extremo 3', para obtener
fragmentos de ADN ligados con el adaptador de indice;

etapa 405: amplificar los fragmentos de ADN ligados con el adaptador de indice usando un cebador que
comprende una secuencia especifica al adaptador de indice, para obtener un producto de amplificacion; y

etapa 406: determinar el producto de amplificacién como la biblioteca de ADN, si el producto de amplificacién
cumple el requisito de control de calidad.

Preferentemente, después de la etapa de secuenciacion de la secuenciacion del ADN capturado y antes de la etapa
de analisis de los datos de secuenciacién, el procedimiento comprende adicionalmente: someter los datos de
secuenciacion a un control de calidad. Tal como se muestra en la Fig.5, la etapa de someter de los datos de
secuenciacion a control de calidad comprende adicionalmente:

etapa 501: filtrar los primeros datos no cualificados en los datos de secuenciacion, para obtener primeros datos
de secuenciacion cualificados; preferentemente la técnica de secuenciacion de alto rendimiento puede ser la
técnica de secuenciacion lllumina Hiseq 2000 o puede ser otras técnicas de secuenciacion de alto rendimiento
que existen en la técnica anterior.

etapa 502: alinear la primera secuenciacion cualificada a una secuencia de genoma de referencia mediante
software de alineacién de secuencia corta y calcular un primer parametro de correlacion del valor de profundidad
de secuenciacion de cada una de la pluralidad de muestras de ADN y un segundo parametro de correlacion del
valor de profundidad de secuenciacion para una region de sitio de secuencia marcada entre la pluralidad de
muestras de ADN;

etapa 503: filirar segundos datos de secuenciacion no cualificados basandose en el primer parametro de
correlacion calculado, para obtener segundos datos de secuenciacion cualificados; y
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etapa 504: filtrar terceros datos de secuenciacion no cualificados basandose en el segundo parametro de
correlacion calculado, para obtener terceros datos de secuenciacion cualificados de la region de sitio de
secuencia marcada dada.

Preferentemente, tal como se muestra en la Fig.6, en la etapa 501, la etapa de filtrar los primeros datos no
cualificados en los datos de secuenciacion, para obtener los primeros datos de secuenciacién cualificados que
comprenden adicionalmente:

etapa 601: obtener un primer conjunto de datos de secuenciacion filirando datos no cualificados que contiene
mas de una proporcion predeterminada de bases que tienen una baja calidad de los datos de secuenciacion. El
equipamiento de secuenciacion distinto usa distintos procedimientos de calculo del valor de calidad, en el que un
estandar para secuencia con un bajo valor de calidad puede consultar empresas de equipos de secuenciacion o
referirse al estandar general en la técnica. En el ejemplo actual, una férmula para calcular un valor de calidad
usado por el secuenciador HiSeq2000 de la empresa lllumina es Q = A - 64, en el que Q es el valor de calidad de
secuenciacion de una base determinada, A se encuentra en codigo ASCII de caracteres que se corresponden al
valor de calidad de secuenciacion de la base determinada en una salida de archivo FQ por el secuenciador
HiSeq2000. En el ejemplo actual, las bases que tienen un valor de calidad inferior a 5 se define como una base
con un valor de calidad bajo. Si una secuencia contiene mas del 50 % de bases que tienen el valor de calidad
bajo, tal secuencia se determina como los primeros datos de secuenciacion no cualificados, los cuales deben
filtrarse para obtener los primeros datos de secuenciacion cualificados.

etapa 602: obtener un segundo conjunto de datos de secuenciacion filtrando datos no cualificados que contiene
mas del 10 % de bases no determinadas a partir del primer conjunto de datos de secuenciacion;

etapa 603: obtener un tercer conjunto de datos de secuenciacion filtrando datos no cualificados que contiene una
secuencia de adaptador de secuenciacion a partir del segundo conjunto de datos de secuenciacion después de
haber sido alineado a una biblioteca de secuencias de adaptador de secuenciacion; y

etapa 604: obtener los primeros datos de secuenciacién cualificados filtrando datos no cualificados de los cuales
contiene una secuencia exdgena a partir del tercer conjunto de datos de secuenciacion después de haber sido
alienados a todas las secuencias exdgenas introducidas.

En la aplicacion practica, la técnica de secuenciacion de alto rendimiento puede ser la técnica de secuenciacion
lllumina Hiseq 2000 o puede ser otras técnicas de secuenciacion de alto rendimiento que existen en la técnica.
Distintos secuenciadores o condiciones pueden usar distintos estandares para filtrar datos de secuenciaciéon no
cualificados, por ejemplo, puede usarse un determinado estandar cuando se secuencia por lllumina Hiseq 2000: una
secuencia que contiene mas del 50 % de bases que tiene un valor de cualidad inferior a determinado umbral se
considera como una secuencia no cualificada, en la cual el determinado umbral para valor de calidad bajo depende
de la técnica de secuenciacion especifica; una secuencia que contiene mas del 10 % de bases no determinadas
(como base N en un resultado de secuenciacion por lllumina Hiseq 2000) se considera como una secuencia no
cualificada; excepto para una secuencia de adaptador de muestra, los datos de secuenciacidon cualificados se
alinean a otras secuencias exdgenas introducidas por el experimento, tales como diversas secuencias de adaptador.
Si la secuencia exdgena se presenta, entonce una secuencia completa que contiene la secuencia exdgena se
considera como ser no cualificada.

Preferentemente, tal como se muestra en la Fig.7, la etapa de filtrado de los segundos datos de secuenciacion no
cualificados que comprende adicionalmente:

etapa 701: obtener un cuartil inferior Q1, un cuartil superior Q3 y un intercuartil IQR mediante funcién cuartil y
clasificando todos los valores de profundidad de secuenciacion de la pluralidad de muestras de ADN en los
primeros datos de secuenciacién cualificados en un orden ascendente.

En estadisticas descriptivas, los cuartiles de un conjunto clasificado de valores de datos en orden ascendente
son los tres puntos que dividen el conjunto de datos en cuatro grupos iguales, comprendiendo cada grupo un
cuarto de los datos. Un primer cuartil (designado Q1) también conocido como "un cuartil mas pequefio”, a saber,
un cuartil inferior, iguala al 25 % de valor th en el conjunto clasificado de todos los valores de datos. Un segundo
cuartil (designado Q2) también conocido como una mediana, iguala al 50% de valor th en el conjunto clasificado
de todos los valores de datos. Un tercer cuartil (designado Q2) también conocido como "un cuartil mas grande”
un cuartil superior, iguala al 75% de valor th en el conjunto clasificado de todos los valores de datos. Un intervalo
de intercuartil (designado IQR) es la diferencia entre el cuartil superior y el cuartil inferior. Cada uno del Q1, Q2 y
Q3 se considera como un punto de demarcacion independientemente de los valores de tales varianzas del
mismo, mediante el cual todos los valores de datos se dividen en cuatro partes iguales. Una tendencia de las
varianzas de los valores de datos puede analizarse comparando Q1 y Q3. El cuartil también se ha aplicado
ampliamente en disefiar un diagrama de cajas en estadistica. El diagrama de cajas se refiere a un diagrama
compuesto de una caja y dos segmentos trazados con un conjunto de datos que son cinco magnitudes
estadisticas (rasgos), no solo directamente reflejando la distribucion del conjunto de datos, pero también siendo
capaz de analizar una pluralidad de datos. Tales cinco magnitudes estadisticas son el valor maximo, el valor
minimo, la mediana y dos de los cuartiles.

etapa 702: filtrar datos de secuenciacién no cualificados de los cuales tiene un valor de profundidad de
secuenciacion mas alla de un intervalo de Q1-1.5IQR a Q3+1.5IQR, para obtener los segundos datos de
secuenciacion cualificados.
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En una realizacion de la presente divulgacion, tal y como se muestra en las Fig.8 y Fig.9, la coordenada X indica una
distribucion de profundidad de region; la coordenada Y indica una secuencia de region para el mismo valor de
profundidad. La Fig.8 es un histograma que muestra una muestra filtrada que tiene un valor atipico de valor de
profundidad de secuenciacion. La Fig.9 es un histograma que muestra una muestra que tienen un valor de
profundidad de secuenciacion.

Preferentemente, tal como se muestra en la Fig.10, la etapa de filtrado de los terceros datos de secuenciacion no
cualificados que comprende adicionalmente:

etapa 1001: obtener un cuartil inferior Q1, un cuartil superior Q3 y un intercuartil IQR mediante funcién cuartil y
clasificando todos los valores de profundidad de secuenciacion de la region dada entre distintas muestras de
ADN en los segundos datos de secuenciacion cualificados en un orden ascendente; y

etapa 1002: filtrar datos de secuenciaciéon no cualificados de los cuales una mediana de los valores de
profundidad de secuenciaciéon de la regidon dada entre las distintas muestras de ADN es cero o superior a
Q3+1.5IQR, para obtener los terceros datos de secuenciacion cualificados.

En ofra realizacion de la presente divulgacion, tal como se muestra en la Fig.21, la coordenada X indica la
distribucion de profundidad de la pluralidad de muestras para una misma region, la coordenada Y indica la
frecuencia de region con un mismo valor de profundidad de secuenciacion. La Fig.21 es un histograma que muestra
una region filtrada que tiene un valor atipico de valor de profundidad de secuenciacion.

Preferentemente, tal como se muestra en la Fig.12, la etapa de andlisis de los datos de secuenciacion usando el
ensayo estadistico matematico comprende adicionalmente:

etapa 1201: someter un valor de profundidad de secuenciacion de la region de sitio de secuencia marcada a
normalizacién, para obtener un valor de profundidad de secuenciacidon normalizado. Preferentemente, la etapa
de someter el valor de profundidad de secuenciacion de la regién de sitio de secuencia marcada a normalizacion
comprende adicionalmente: dividir todos los valores de profundidad de secuenciacién de cada una de la
pluralidad de muestras de ADN para una misma region por un valor de profundidad promedio de cada una de la
pluralidad de muestras de ADN, para obtener los valores de profundidad normalizados de la pluralidad de
muestras de ADN para la misma region.

etapa 1202: detectar un valor atipico del valor de profundidad de secuenciacion de la region de sitio de secuencia
marcada basandose en el valor de profundidad de secuenciacién normalizado usando el procedimiento
estadistico matematico, para obtener el resultado que muestra la presencia o la ausencia de la microdelecién en
la region de sitio de secuencia marcada del cromosoma en cada una de la pluralidad de muestras de ADN.

En una realizacion preferida, tal como se muestra en la Fig.13, la etapa 1202 aun comprende adicionalmente:

etapa 1301: calcular un valor medio y una varianza basandose en todos los valores de profundidad de
secuenciacion normalizados de cada una de la pluralidad de muestras de ADN para una misma region;

etapa 1302: obtener una curva de distribuciéon normal con todos los valores no atipicos para la misma region,
basandose en el valor medio calculado y varianza de todos los valores de profundidad normalizados de cada una
de la pluralidad de muestras de ADN para la misma region; etapa 1303: calcular una probabilidad para cada una
de la pluralidad de muestras de ADN en cada regién con un valor de profundidad de secuenciacion especifico,
basandose en la curva de distribucién normal;

etapa 1304: determinar un primer valor de corte de probabilidad basandose en la probabilidad para cada una de
la pluralidad de muestra de ADN en una region dada con el valor de profundidad de secuenciacion especifico y
obtener un resultado R1 que muestra la presencia de la microdelecion en la region dada, si la probabilidad de
una de la pluralidad de muestras de ADN en la regién dada con el valor de profundidad de secuenciacion
especifico es inferior al primer valor de corte de probabilidad.

En otra realizacién preferente, tal como se muestra en la Fig.14, después de la etapa 1304 en el procedimiento
comprende adicionalmente:

etapa 1401: someter el resultado R1 a verificacion experimental, para obtener un resultado de verificacion y
determinar un segundo valor de corte de probabilidad basandose en el resultado de verificacion, en el que el
segundo valor de corte de probabilidad es inferior al primer valor de corte de probabilidad; y

etapa 1402: obtener un resultado R2 que muestra la presencia de la microdelecion en la regiéon dada, si la
probabilidad de una de la pluralidad de muestras de ADN en la region dada con el valor de profundidad
especifico es inferior al segundo valor de corte de probabilidad.

En la aplicacion practica, en caso de que la mayoria de muestras no tengan microdelecion, como para una
determinada regioén, un valor de profundidad de secuenciacion de una muestra que tiene una microdelecion debe
tener un valor atipico de una distribuciéon normal obtenida con las muestras que no tienen microdelecién. Se usa un
procedimiento estadistico matematico para detectar un valor atipico de los valores de profundidad de secuenciacion
para cada region, mediante los cuales una regiéon que tiene un valor atipico de los valores de profundidad de
secuenciacion se determina como una region que tiene una microdelecion.

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2701775 T3

Un procedimiento de determinacién si un valor de profundidad de secuenciaciéon para una regién dada es un valor
atipico comprende: obtener una curva de distribucion normal con todos los valores no atipicos para la region dada,
basandose en el valor medio calculado y varianza de todos los valores de profundidad normalizados de cada una de
la pluralidad de muestras de ADN para la region dada, después de filtrar los valores atipicos de los valores de
profundidad de secuenciacion; calcular una probabilidad (valor p.) para cada una de la pluralidad de muestras de
ADN en cada region con un valor de profundidad de secuenciacion especifico, basandose en la curva de distribucion
normal; determinar un primer valor de corte de probabilidad adecuado (valor de corte de p.) para estas
probabilidades; y obtener un resultado R1 que muestra la presencia de la microdelecion en la regién dada, si la
probabilidad de una de la pluralidad de muestras de ADN en la regiéon dada con el valor de profundidad de
secuenciacion especifico es inferior al primer valor de corte de probabilidad.

Un procedimiento de determinacion del valor de corte de probabilidad puede comprender: calcular la probabilidad
(valor p.) para cada una de la pluralidad de muestras de ADN en cada regién con un valor de profundidad de
secuenciacion en la distribucién normal de acuerdo con el procedimiento anteriormente mencionado; determinar la
presencia o ausencia de microdelecion dentro de mas regiones de muestra con un valor de corte relajado; y someter
estas regiones de muestra a verificacion experimental, para determinar la presencia o ausencia de microdelecion. Un
procedimiento de verificacion experimental puede comprender: designar una sonda adecuada; someter el ADN de
tales regiones de muestra a reaccion de PCR; determinar si el producto de amplificacion de PCR es normal, para
determinar la presencia o ausencia de microdelecion. Después de obtener informacién que muestre si se presenta
microdelecion en tales regiones de muestra, puede seleccionarse un valor de corte de probabilidad adecuado, para
tener datos con el mejor valor de falso negativo y valor de falso positivo.

En una realizacion preferida adicional, tal como se muestra en la Fig.15, la etapa de detectar el valor atipico del valor
de profundidad de secuenciacion de la region de sitio de secuencia marcada comprende adicionalmente:

etapa 1501: calcular una primera relacion D/S entre el valor de profundidad normalizador de la pluralidad de
muestras de ADN de una regiéon dada y una mediana de todos los valores de profundidad de secuenciacion de
cada una de la pluralidad de muestras de ADN, basandose en el valor de profundidad normalizado de la regién
de sitio de secuencia marcada de la pluralidad de muestras de ADN;

etapa 1502: calcular una primera relaciéon D/R entre el valor de profundidad normalizador de la pluralidad de
muestras de ADN de la region dada y una mediana de todos los valores de profundidad de secuenciacion de
todas las regiones, basandose en el valor de profundidad normalizado de la region de sitio de secuencia
marcada de la pluralidad de muestras de ADN;

etapa 1503: formar un primer valor de corte de relacion con la primera relacion D/S usando algoritmo ID3 y
formar un segundo valor de corte de relacion con la primera relacion D/R usando algoritmo ID3;

etapa 1504: obtener el resultado que muestra la ausencia de la microdelecioén en la region dada de la pluralidad
de muestras de ADN, si la primera relacion D/S es superior al primer valor de corte de relacion;

etapa 1505: obtener el resultado que muestra la ausencia de la microdelecién en la region dada de la pluralidad
de muestras de ADN, si la primera relacion D/S es inferior al primer valor de corte de relacion y la primera
relacion D/R es superior al segundo valor de corte de relacion; y

etapa 1506: obtener el resultado que muestra la presencia de la microdelecion en la regién dada de la pluralidad
de muestras de ADN, si la primera relacion D/S es inferior al primer valor de corte de relacion y la primera
relacion D/R es inferior al segundo valor de corte de relacion.

En aplicaciones practicas, cuando se necesita detectar una pluralidad de muestras y regiones y una proporcion de
las regiones de muestra que tienen microdelecion es relativamente mas pequefia, la relacion entre el valor de
profundidad de secuenciacion de la region que tiene microdelecion y la mediana de todos los valores de profundidad
de secuenciacion de la pluralidad de muestras de ADN es normalmente mas pequeiia y la relacion entre el valor de
profundidad de secuenciacion de la region que tiene microdelecion y la mediana de los valores de profundidad de
secuenciacion de todas las regiones también es normalmente mas pequefio. Por lo tanto, puede usarse un
procedimiento basado en un arbol de decisiones usando un parametro adecuado en la verificacion de un valor
atipico de valor de profundidad de secuenciacion.

Etapas especificas del procedimiento basandose en el arbol de decisiones pueden comprender: calcular una primera
relacion entre un valor de profundidad de secuenciacion de una regiéon de muestra a someter a ensayo y una
mediana de todos los valores de profundidad de secuenciaciéon de una de la pluralidad de muestras de ADN;
determinar un resultado que muestra una ausencia de microdelecién si la primera relacién es superior a un primer
determinado valor de corte; calcular una segunda relacion entre el valor de profundidad de secuenciacién de la
region de muestra a someter a ensayo y una mediana de la mediana de los valores de profundidad de secuenciacion
de todas las regiones, si la primera relacion es inferior al primer determinado valor de corte; determinar el resultado
que muestra una ausencia de microdelecion si la segunda relacion es superior a un segundo determinado valor de
corte y determinar un resultado que muestra una presencia de microdelecion si la segunda relacién es inferior al
segundo determinado valor de corte.

La determinacién de un valor de corte en el ensayo de arbol de decisiones se calcula mediante algoritmo
Dicotomizador Iterativo 3 (ID3) del arbol de decisiones (Mitchell, Tom M. Machine Learning. McGraw-Hill, 1997). El
grano del algoritmo de ID3 comprende: durante la seleccién de un atributo entre internodos del arbol de decision, la
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obtencién de informacién se toma como un estandar para la seleccién de atributos, de modo que cuando se somete
cada uno de los nodos sin hoja a ensayos, puede obtenerse la maxima informacién de clase con respecto al informe
sometido a ensayo.

Las ideas basicas para el algoritmo ID3 del arbol de decision comprenden:

etapa 1, seleccionar un atributo como un nodo raiz del arbol de decisiones y crear ramificaciones con todos los
valores del atributo;

etapa 2: clasificar datos formados usando el arbol creado, en el que

si todos los ejemplos de un nodo de hoja pertenecen a la misma clase, tal nodo de hoja se marca con la misma
clase; entonces si todos los nodos de hoja se marcan con clases, se termina el algoritmo;

etapa 3: si aun existe un nodo de hoja sin marcar, se usa un atributo que no se presenta nunca en una
trayectoria desde el nodo de hoja hasta el nodo de raiz para marcar tal nodo de hoja; y crear continuamente
ramificaciones con todos los valores de tal atributo; repetir la etapa 2 del algoritmo.

En la etapa 1, seleccionar distintos atributos puede crear un arbol de decisiones distinto, de este modo, seleccionar
un atributo adecuado puede crear un arbol de decisiones simple. En el algoritmo ID3, se seleccionar en general un
atributo mediante un procedimiento a base de informacién heuristica. El atributo seleccionado mediante el
procedimiento heuristico puede comprender la cantidad mas alta de informacién, dando como resultado un arbol de
decisiones que tiene ramificaciones minimas. En la presente divulgacion, se deben seleccionar dos distribuidos, en
concreto, una relacion T1 (D/S) entre el valor de profundidad de secuenciacién de la region de muestra y una
mediana del valor de profundidad de secuenciacién de la regiéon de muestra, una relacion T2(D/R) entre el valor de
profundidad de profundidad de secuenciacion de la pluralidad de muestras de ADN de la misma regién y una
mediana del valor de profundidad de secuenciacion de la pluralidad de muestras de ADN para una misma region.

Los atributos con maxima informaciéon se determinan mediante obtencién de informacion. Un procedimiento de
calculo de obtencién de informacién puede comprender:
D se asume una division de conjunto de formacion por clases y una entropia de D se representa por

T
info(D) = = piloga(pi)

zml , en el cual pi representa una probabilidad de la clase i-th que se presenta en el
conjunto de formacién, que puede estimarse mediante la division del niumero del conjunto de formacion que
pertenece a tal clase por el nimero total de todo el conjunto de formacién. Un significado practico de la entropia se
refiere a una cantidad de informacion promedio requerida para la marcacion de clase del conjunto de formacion en
D.

Asumiendo que el conjunto de formacién en D se divide por un atributo A, entonces, la informacién que se espera de

] o ‘ a D ’ y
s

la divisiéon de D por A es , mientras que la obtencién de informacién es

guin(A) = info(D) - infoa(D).

El algoritmo ID3 calcula una tasa de obtencion de cada atributo en cada division requerida y se divide basandose en
un atributo que tiene la tasa de obtencién maxima.

Un ejemplo de detectar un recuento no real en una comunidad se muestra a continuacion para ilustrar como crear un
arbol de decisiones usando el algoritmo ID3. Para una mayor simplicidad, el conjunto de formacion se asumio que
contenia 10 elementos, que se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1 deteccion de recuento no real en una comunidad

Densidad log DenSid‘:’]d de usando o sin usar un retrato de cabeza siendo o no siendo un recuento real
companeros real
s s no no
s | si si
| m si si
m m si si
| m si si
m | no si
m s no no
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(continuacion)

. Densidad de usando o sin usar un retrato de cabeza . .
Densidad log ~ siendo o no siendo un recuento real
companferos real
| m no Si
m s no si
s s si no

s, m y | representan respectivamente pequefo, medio y grande. Asumiendo que L, F, H y R representan
respectivamente la densidad log, densidad de companieros, usando o sin usar un retrato de cabeza real y siendo o

no siendo un recuento real. La obtencién de informacion de cada atributo se calculd a continuacion.

infolD) = —0.Tlogs0,7 — 0,310g:0,3 = 0,7+ 0,51 + 0,3 1,74 = 0,879
obtencion( L) = 0,879 — 0,603 = 0,276

Por lo tanto, la obtencién de informaciéon de densidad log fue de 0,276. La obtenciéon de informacion de H y F
respectivamente fue de 0,033 y 0,553 usando el mismo procedimiento. Como F tuvo la maxima obtencion de
informacion, F se seleccioné como el atributo para la primera division, un resultado después de la primera division se
muestra como Fig.16.

Mientras que para resolver los datos que tienen un atributo de consecutividad similar a T1 y T2, los datos se
sometieron en primer lugar a discretizacion. Un procedimiento simple del mismo fue dividir los valores del atributo A
en dos partes: una parte Ai contiene valores del atributo A siendo inferiores a N y la otra parte Ai contiene valores del
atributo A siendo superiores a N.

Para cualquiera uno de los atributos, todos los valores en un conjunto de datos es limitado. Asumiendo que los
valores del atributo fueron (v1, v2, ...,vn).

Entonces, en tal conjunto de datos, hubo totalmente n-1 partes de valores de division, basandose en lo que se
construy6 en el arbol de decisiones.

Las etapas especificas de discretizacién pueden contener:

1) encontrar el valor minimo (MIN) del atributo consecutivo, encontrar el valor maximo MAX del atributo
consecutivo;

2) determinar puntos igualmente divididos N Ai en un intervalo (MIN, MAX), que fueron respectivamente
Ai=MIN+((MAX-MIN)/N)*i, en los que i=1, 2, 3...... ;

3) calcular un valor de obtencion tomando (MIN, Ai) y (Ai, MAX) como el valor de intervalo respectivamente y
comparando los valores de obtencién calculados;

4) seleccionar Ak que tiene un valor de obtencién maximo como un punto de rotura del atributo consecutivo y
determinar dos intervalos del atributo como (MIN, Ak) y (Ak, MAX).

En un ejemplo de la presente divulgacion, las etapas especificas de determinacion del valor de corte basandose en
el arbol de decisiones comprendian:

En primer lugar, someter la pluralidad de muestras seleccionada a verificacion de PCR de la region parcial, para
obtener el resultado que muestra la presencia de la microdelecion, en la que "+" representaba que el resultado
que mostraba la presencia de la microdelecion fue positivo; "-" representaba que el resultado que mostraba la
ausencia de la microdelecion fue negativo

calcular la entropia basandose en una formula de Info(D)=-(P+)log2 (P+)-(P-)log2(P-), en la que p+ (P-)
representaba una probabilidad de presencia (ausencia) de la microdelecién en el grupo de formacién completo,
que podria estimarse dividiendo la cantidad de elemento que pertenece a tal clase por la cantidad total de
elementos en los conjuntos de formacion completos. El significado real de entropia se referia a una cantidad de
informacién promedio requerida para la marcacion de clase de los conjuntos de formacion en D.

En segundo lugar, calcular una relacion T1 entre un valor de profundidad de secuenciacion normalizado de region de
muestra y la mediana de todos los valores de profundidad de secuenciacion de la de la pluralidad de muestras de
ADN;

clasificar la relacion T1 obtenida en un orden ascendente, para obtener V1, V2, V3, ..., Vn;

tomando un valor medio de un par de valores clasificados consecutivos como el valor de corte a1'=(V1+V2)/2,
a2'=(V2+Vv3)/2, ..., (n-1)'=(Vn-1+Vn)/2;

obtener el valor de corte minimo a1'y el valor de corte maximo a(n-1)'.

En tercer lugar, calcular una relacion T2 entre un valor de profundidad de secuenciacion normalizado de region de
muestra y la mediana de los valores de profundidad de secuenciacion de todas las regiones;
clasificar la relacion T2 obtenida en un orden ascendente, para obtener U1, U2, U3, ..., Un;
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tomando un valor medio de un par de valores clasificados consecutivos como el valor de corte b1'=(U1+U2)/2,
b2'=(U2+U3)/2 ..., b(n-1)'=(Un-1+Un)/2;
obtener el valor de corte minimo b1'y el valor de corte maximo a(n-1)'.

En cuarto lugar, calculas las entropias de distintos valores divididos, a1', a2', ..., obtenidos mediante ciclos
basandose en:

info,lD) = Z lfé"! infolD;)

)

mientras que la obtencién de informacion de la misma fue:

obtencion{ A} = in fo{D] — in fo,(D),
En quinto lugar, calculas las entropias de distintos valores divididos, b1', b2', ..., obtenidos mediante ciclos
basandose en:

, . |D; .
info D)= lljf?l'mf@iﬂﬂ
sl | .

mientras que la obtencién de informacién de la misma fue:

obtencic')n{:A;g = inf@l:ﬁ} e m”}‘ﬂglﬂj
En sexto lugar, comparar los grupos de las obtenciones maximas de obtencién de informacion, en los que el atributo
(a) que tiene un valor mas grande se tom6 como una raiz;

clasificar informacién basandose en un valor de corte que tiene el valor de corte maximo de valor de obtencién, que
se mostré en la Fig.17.

En séptimo lugar, calcular la obtencién maxima dividiendo los valores de profundidad de secuenciacion de dos
grupos de datos por una mediana de valores de profundidad de secuenciacion en la regidon respectivamente de
acuerdo con las etapas anteriormente mencionadas;

clasificar informacion basandose en el valor de corte que tiene el valor de corte maximo de valor de obtencion, que
se mostré en la Fig.18, es decir, el arbol de decisiones determinado de la presente divulgacion.

En una realizacion preferida adicional, tal como se muestra en la Fig.19, la etapa de detectar el valor atipico del valor
de profundidad de secuenciacion de la region de sitio de secuencia marcada comprende adicionalmente:

etapa 1901: calcular un valor medio y una varianza basandose en todos los valores de profundidad normalizados
de cada una de la pluralidad de muestras de ADN para una misma region;

etapa 1902: obtener una curva de distribuciéon normal con todos los valores no atipicos para la misma region,
basandose en el valor medio calculado y varianza de todos los valores de profundidad normalizados de cada una
de la pluralidad de muestras de ADN para la misma region;

etapa 1903: calcular una probabilidad para cada una de la pluralidad de muestras de ADN en cada regién con un
valor de profundidad de secuenciacion especifico, basandose en la curva de distribucién normal;

etapa 1904: determinar un tercer valor de corte de probabilidad basandose en la probabilidad para cada una de
la pluralidad de muestra de ADN en una region dada con el valor de profundidad de secuenciacion especifico y
obtener un resultado R3 que muestra la presencia de la microdelecion en la region dada, si la probabilidad de
una de la pluralidad de muestras de ADN en la regién dada con el valor de profundidad de secuenciacion
especifico es inferior al tercer valor de corte de probabilidad;

etapa 1905: calcular una segunda relacién D/S entre el valor de profundidad normalizador de la pluralidad de
muestras de ADN de la region dada y una mediana de todos los valores de profundidad de secuenciacion de
cada una de la pluralidad de muestras de ADN en el resultado R3;

etapa 1906: calcular una segunda relacién D/R entre el valor de profundidad normalizador de la pluralidad de
muestras de ADN de la region dada y una mediana de todos los valores de profundidad de secuenciacion de
todas las regiones en el resultado R3;

etapa 1907: formar un tercer valor de corte de relacion con la segunda relacién D/S usando algoritmo ID3 y
formar un cuarto valor de corte de relacion con la segunda relacion D/R usando algoritmo 1D3;

etapa 1908: obtener el resultado que muestra la ausencia de la microdelecién en la region dada de la pluralidad
de muestras de ADN, si la segunda relacién D/S es superior al tercer valor de corte de relacion;

etapa 1909: obtener el resultado que muestra la ausencia de la microdelecién en la region dada de la pluralidad
de muestras de ADN, si la segunda relacion D/S es inferior al tercer valor de corte de relaciéon y la segunda
relacion D/R es superior al cuarto valor de corte de relacion; y
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etapa 1910: obtener el resultado que muestra la presencia de la microdelecion en la regién dada de la pluralidad
de muestras de ADN, si la segunda relacion D/S es inferior al tercer valor de corte de relaciéon y la segunda
relacion D/R en el resultado R3 es inferior al cuarto valor de corte de relacion.

En aplicaciones practicas, para detectar de forma mas precisa una regidon que tiene microdelecion, puede usarse
una estrategia que combina los dos procedimientos anteriores, que comprende: predeterminar un valor de corte de
valor p. relajado vy filtrar los datos resultantes basandose en el arbol de decisiones, para obtener el resultado que
muestra la presencia de microdelecion en la regidn de sitio de secuencia marcada del cromosoma.

El procedimiento de deteccion de la microdelecion en la region de sitio de secuencia marcada del cromosoma y el
aparato del mismo, mediante el cual obtiene la sonda de captura que cubre una regiéon de sitio de secuencia
marcada completa de un cromosoma y captura secuencia de ADN de la region de sitio de secuencia marcada a
partir de una pluralidad de muestras de ADN después de hibridarse con una bibliotecas de mezcla de la pluralidad
de muestras de ADN, puede detectar de forma eficaz y precisa microdeleciones informadas o no informadas en una
region de sitio de secuencia marcada de un cromosoma con una gran cantidad de muestras de ADN; ademas de la
etapa de analizar mediante procedimiento estadistico matematico en la presente divulgacion puede basarse en una
distribucién normal o puede basarse en un procedimiento de analisis de arbol de decisiones o puede basarse en una
combinacion de los mismos, seguido por una verificacion experimental, tal procedimiento de analisis de informacion
es cientifico, estable, con una alta sensibilidad, una tasa de falso positivos baja, que puede usarse en el analisis
eficaz de microdeleciones.

Se hara referencia, en detalle, a los ejemplos de la presente divulgacion. Se apreciara por los expertos en la técnica
que los siguientes ejemplos son explicativos y no pueden interpretarse como limitantes del ambito de la presente
divulgacion. Si la tecnologia o condiciones especificas no se especifican en los ejemplos, se llevara a cabo una
etapa de acuerdo con las técnicas o condiciones descritas en la literatura en la técnica (por ejemplo, haciendo
referencia a J. Sambrook, y col. (traducido por Huang PT), Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3% Ed., Science
Press) o de acuerdo con las instrucciones de producto. Si los fabricantes o reactivos o instrumentos no se
especifican, los reactivos o instrumentos pueden estar disponibles en el mercado, por ejemplo, en lllumina.

El ejemplo actual toma un ejemplo de deteccion de una microdelecion en una region de sitio de secuencia marcada
de cromosoma Y, aungue no limitado con el cromosoma Y. Un total de 11 muestras que incluian 10 muestras de
infertilidad y 1 muestra de ser humano sano se usaron en el ejemplo actual, que se sometieron a hibridacién con un
chip de Nimblegen (Roche) después de construir una biblioteca juntas. El nimero de muestras en el ejemplo actual
se uso para ilustrar la presente divulgacion, aunque no se limité al nimero de muestras para un experimento.

Los reactivos usados en el ejemplo actual se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Reactivos usados en el ejemplo actual de la presente divulgacion

Reactivo Modelo Fabricante
Kit de purificacion de PCR de QlAquick 28106 QIAGEN
Tampodn de quinasa de polinucleétidos 10x B904 Enzymatics
Conjunto de soluciéon dNTP N201L Enzymatics
ADN polimerasa T4 P708L Enzymatics
Enzima Klenow P706L Enzymatics
Quinasa de polinucleétidos T4 Y904L Enzymatics
tampon azul 10x BO11 Enzymatics
25 mM dATP 28406501V GE
Klenow (3'-5' exo-) P701-LC-L Enzymatics
Tampon de ligacién rapida 2x B101 Enzymatics
ADN ligasa (rapida) T4 L603-HC-L Enzymatics
Adaptador de indice PE/PE oligo mezcla (40 uM) Invitrogen
Kit de purificacion de PCR de MiniElute 28006 QIAGEN
ADN polimerasa de Platinum® Pf C11708-013 Invitrogen
((;%bs&(;r de PCR PE 1.0/PE de cebador de indice 1.0 Invitrogen
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(continuacion)

Reactivo Modelo Fabricante
Cebador de PCR PE 2.0/PE de cebador de indice 2.0 Invitrogen
(index, 10 pM) 9
Kit d'e ollgonlucleotldos de preparacion de muestra de PE-400-1001 PE-400-1001
multiplezacion
Tampodn de hibridacion 2xSC 5340721001 Nimblegen
Componente A de hibrizacion SC 5340721001 Nimblegen
Phusion Mix F-531L NEB
Kit d'e contrgl Phix y de cebadores de secuenciacion de PE-400-1002 llumina
multiplexacion
ADN Cot-1 15279-011 Invitrogen

I. Fragmentacion de genoma de ADN

La etapa de construccién de la pluralidad de bibliotecas de ADN para la pluralidad de muestras de ADN Unicas
incluia: romper el genoma de ADN en fragmentos de ADN que tienen un tamafo predeterminado mediante un
procedimiento fisico o quimico, para obtener fragmentos de ADN rotos.

El genoma de ADN Yan Huang (http://yh.genomics.org.cn/) que tiene un peso de 3 pg sin proteina, contaminacion
de degradacion de ARN se tomd como un material inicial, que se rompié usando un equipo de fracmentacion de
ultrasonido de Covaris-S2 (Covaris, EE.UU.). Los parametros usados para la fragmentacion se muestran en la Tabla
3.

Tabla 3 Configuracion de parametros del equipo de fragmentacion de ultrasonido de Covaris-S2

tratamiento 1 relacion de carga (%) 10
Intensidad 10
ciclo/impulso 1000

tiempo (s) 60

tratamiento 2 tiempo (s) 0
tratamiento 3 tiempo (s) 0
tratamiento 4 tiempo (s) 0
ciclos 4

La muestra fragmentada se someti6 a ensayo de calidad mediante electroforesis, a continuacion, la muestra
cualificada se purific6 mediante el Kit de purificaciéon de PCR de QlAquick y, a continuacion, la muestra purificada se
disolvié en 32 ul en un tampon de elucién. Las bandas principales de ADN cualificado se centralizan entre 200 pb a
300 pb.

Il. Reparacion de extremo de fragmentos de ADN

La etapa de construccién de la pluralidad de bibliotecas de ADN para la pluralidad de muestras de ADN Unicas
incluia: someter los fragmentos de ADN a reparacion de extremo, para obtener fragmentos de ADN con extremo
reparado con un extremo fosforilado.

El ADN obtenido a partir de la etapa previa se formulé en un sistema de reaccién para la reparacién de extremo de
acuerdo con la siguiente composicion en un tubo de centrifugacion de 1,5 ml que se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4 Sistema de reaccién para reparacién de extremo

Muestra de ADN 75 ul
Tampodn de quinasa de 10 ul
polinucleétidos 10x H
Conjunto de solucion dNTP (10 4 ul
mM cada) H
ADN polimerasa T4 5ul
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(continuacion)

Fragmento de Klenow 1ul
Quinasa de polinucleétidos T4 5ul
Volumen total 100 pl

Después de mezclar suavemente, el tubo que contiene 100 pl de la anterior mezcla de reacciéon se colocd en un
Termomezclador (Eppendorf) establecido a 20 °C y se dejo la reaccion durante 30 min. Después de finalizar la
reaccion, la muestra obtenida se purifico utilizando el kit de purificacion de PCR QlAquick (Qiagen). A continuacion,
la muestra purificada se disolvié en 32 ul de ddH,0 para una suficiente disolucion.

[ll. Adicion de una base "A" en los fragmentos de ADN con extremo reparado

La etapa de construccién de la pluralidad de bibliotecas de ADN para la pluralidad de muestras de ADN Unicas
incluia: afadir una base "A" a los fragmentos de ADN con extremo reparado en el extremo 3' para obtener
fragmentos de ADN con la base "A" en el extremo 3.

El ADN obtenido a partir de la etapa previa se formulé en un sistema de reaccién para afiadir una base A de acuerdo
con la siguiente composicion en un tubo de centrifugacion de 1,5 ml que se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5 Sistema de reaccién para afadir una base A a los fragmentos de ADN con extremo reparado

ADN 32 pl
tampodn azul 10x 5l
dATP (1mM) 10 pl
Klenow (3'-5' exo-) 3l
Volumen total 50 ul

Después de mezclar suavemente, el tubo que contiene 50 pl de la anterior mezcla de reaccion se colocé en un
Termomezclador (Eppendorf) establecido a 37°C y se dejé la reaccion durante 30 min. Después de finalizar la
reaccion, la muestra obtenida se purifico utilizando el kit de purificacion de PCR QlAquick (Qiagen). A continuacion,
la muestra purificada se disolvié en 15 ul de ddH,O para una suficiente disolucion.

IV. Ligacion de un adaptador de indice

La etapa de construccién de la pluralidad de bibliotecas de ADN para la pluralidad de muestras de ADN Unicas
incluia: ligar un adaptador de indice a los fragmentos de ADN con la base "A" en el extremo 3', para obtener
fragmentos de ADN ligados con el adaptador de indice.

El ADN obtenido a partir de la etapa previa se formuld en un sistema de reaccion para ligar un adaptador de indice
de acuerdo con la siguiente composicion en un tubo de centrifugacion de 1,5 ml que se muestra en la Tabla 6.

Tabla 6. Sistema de reaccion para ligar un adaptador de indice

ADN afadido con una base "A" 15 ul
Tampon de ligacion rapida 2x 25 ul
Adaptador de indice PE/PE oligo 5 4l
mezcla (40 uM)

ADN ligasa (rapida) T4 5ul
Volumen total 50 ul

Después de mezclar suavemente, el tubo que contiene 50 pl de la anterior mezcla de reaccion se colocé en un
Termomezclador (Eppendorf) establecido a 20°C y se dejé la reaccion durante 15 min. Después de finalizar la
reaccion, la muestra obtenida se purifico utilizando el kit de purificacion MiniElute (Qiagen). A continuacion, la
muestra purificada se disolvié en 25 pl del tampén de elucion.

V. PCR previa hibridacion

La etapa de construccién de la pluralidad de bibliotecas de ADN para la pluralidad de muestras de ADN Unicas
incluia: amplificar los fragmentos de ADN ligados con el adaptador de indice usando un cebador que comprende una
secuencia especifica al adaptador de indice, para obtener un producto de amplificacion.

Tomando la muestra de ADN en la etapa IV como una plantilla, se llevé a cabo la amplificacién de PCR tomando la
secuencia que contenia el adaptador como el cebador, en el que el sistema de amplificacion se muestra en la Tabla
7.
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Tabla 7. Sistema de amplificacion de PCR

Secuencia de adaptador que contiene ADN 25 pl
Tampoén de amplificaciéon depfx 10x 10 ul
MgSO, (50mM) 4 ul
mezcla de dNTP (10mM) 4l
ADN polimerasa de Platinum® Pf 2 ul
Cebador de PCR PE 1.0/PE de cebador de indice 1.0 10 ul
(10 pM) i
Cebador de PCR PE 2.0/PE de cebador de indice 2.0 10 ul
(index, 10 pM) H
ddH.O 35 pl
Volumen total 100 pl

Condicion de reaccion de PCR:

94 °C 2 min

94°C 15s

62°C 30s 4 ciclos
72°C 30s

72°C 5 min

El producto de amplificaciéon obtenido se purificd usando un Kit de purificacion de PCR de QIAquick con 30 pl de
tampodn de elucion.

VII. Construcciéon de una biblioteca de mezcla

La biblioteca de mezcla de la pluralidad de muestras de ADN se construy6é mediante las siguientes etapas:

mezclar la pluralidad de bibliotecas de ADN con una relacion predeterminada, tal como con una cantidad igual. En
aplicaciones practicas, la relaciéon adecuada podria determinarse de acuerdo con un requisito para construir la
biblioteca de mezcla.

VII. Hibridacién de una region diana con la sonda de captura

El procedimiento de deteccion de la microdelecion en la region de sitio de secuencia marcada de un cromosoma
incluia: hibridar la sonda de captura con una biblioteca de mezcla de una pluralidad de muestras de ADN, para
capturar la secuencia de ADN de la region de sitio de secuencia marcada a partir de la pluralidad de muestras de
ADN.

1) 450 ug de ADN de COT-1, 3 pg de la biblioteca de mezcla de la etapa VI, 1 nmoles de bloque de adaptador 1
de indice y bloque de adaptador 2 de indice (Kit de oligonucledtidos de preparacion de muestra de
multiplexacion, lllumina) se afiadieron a 1,5 ml de tubo de centrifugacion. El tubo que contenia la mezcla anterior
en 1) se coloco sobre un SpeedVac (Thermo) configurado a 60 °C.

2) El tubo de centrifugacion que contenia la mezcla secada se afiadié con 11,2 yl de agua purificada para una
suficiente disolucion de ADN, seguido por la adiciéon con 18,5 ul de tampdn de hibridacion y 7,3 pl de hibridacion
SC. Después de mezclarla la mezcla obtenida se coloco en un hibridizador (Nimblegen) establecido a 95 °C y se
dejo desnaturalizar el ADN durante 10 min.

3) Después de agitarse, la muestra obtenida de 2) se centrifugo a la velocidad maxima durante 30 segundos y a
continuacioén se coloco sobre un hibridizador Nimblegen) establecido a 42 °C para preparar la hibridacion.

4) El procedimiento de hibridacion podria referirse al procedimiento de hibridacion de chip de la empresa
Nimblegen (NimbleGen Arrays User's Guide, Version 3.1, 7 de julio de 2009, Roche NimbleGen, Inc.). La
cantidad de muestra a someter a ensayo fue de 35 pl, la hibridacion se realizé a 42 °C durante de 64 a 72 horas.
El producto hibridizado se eluyd con 900 pl de 160mM de NaOH y el producto eluido se purificé usando el Kit de
purificacion de PCR de MinElute, finalmente, el producto purificado se eluyé con 80 pl de tampdn de elucion.

VIII. PCR después de captura

La biblioteca capturada se sometié a amplificaciéon de PCR con un sistema de reaccién de 150 ul de Phusion Mix,
4.2 pk de cada uno de los cebadores corriente arriba y cebadores corriente abajo (Kit de control Phix y de cebadores
de secuenciacion de multiplexacién), 80 ul del producto purificado en el tampon de elucion y 85 ul de ddH-O.
Después de dividirse en 6 tubos, conteniendo los tubos la mezcla se sometieron a amplificacion de PCR durante 16
ciclos. Tras la reaccion de PCR, los 6 tubos que contenian productos amplificados se mezclaron juntos y el producto
de amplificacion mezclado se sometié a purificacion de perlas usan el Kit de purificacién de PCR de QIAquick. El
producto purificado que tenia una longitud de 300 a 450 pb se eluy6 con 50 ul de tampén de elucion.
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V. Deteccién de biblioteca

El tamario de longitud y contenido de los fragmentos insertados contenidos en la biblioteca obtenida se detectaron
mediante sistema de analisis de Bioanalizador (Agilent, Santa Clara, EE.UU.). Y la concentraciéon de la biblioteca
obtenida se cuantificd de forma precisa mediante Q-PCR.

X. Analisis de secuenciacion y de datos

El procedimiento de deteccion de la microdelecion en la region de sitio de secuencia marcada del cromosoma
incluia:

secuenciar la secuencia de ADN capturada de la regién de sitio de secuencia marcada para obtener datos de
secuenciacion; y

analizar los datos de secuenciacion usando un procedimiento estadistico matematico, para obtener un resultado
que muestra una presencia o una ausencia de la microdelecién en la region de sitio de secuencia marcada del
cromosoma en cada una de la pluralidad de muestras de ADN.

La biblioteca cualificada obtenida en la etapa VIIII se sometié a secuenciaciéon en ordenador, que podria referirse a la
Guia de Usuario HiSeq 2000. Catalogo n.° SY-940-1001 Pare n.° 15011190 Rev B, lllumina.

El procedimiento del analisis de informacion en el ejemplo actual de la presente divulgacion se muestra a
continuacion:

1. recibir datos de secuenciacion obtenidos mediante técnica de secuenciacion de alto rendimiento y someter los
datos de secuenciacion a control de calidad:

la etapa de someter de los datos de secuenciacion a control de calidad comprendia adicionalmente:

filtrar los datos no cualificados en los datos de secuenciacién, para obtener datos de secuenciacion cualificados.

En el ejemplo actual de la presente divulgacion, se usé la técnica de secuenciacion de alto rendimiento Hiseq 2000
de lllumina. Después de recibirse, los datos se secuenciacion se sometieron a filtracion, para filtrar secuencia no
cualificada. La secuencia no cualificada cumplié al menos un criterio:

contenia mas del 50 % de bases que tenian una calidad de secuenciacion inferior a 5;

contenia mas del 10 % de bases siendo como N;

contenia una secuencia de adaptador de secuenciacién después de alinearse a una biblioteca de secuencias de
adaptador de secuenciacion.

2. Calculo de valor de profundidad de secuenciacion de region de muestra:
la etapa de someter de los datos de secuenciacion a control de calidad comprendia adicionalmente:

alinear la primera secuenciacion cualificada a una secuencia de genoma de referencia mediante software de
alineacion de secuencia corta y calcular un primer parametro de correlacion del valor de profundidad de
secuenciacion de cada una de la pluralidad de muestras de ADN y un segundo parametro de correlacion del
valor de profundidad de secuenciacion para una region de sitio de secuencia marcada entre la pluralidad de
muestras de ADN;

En el ejemplo actual, los datos de secuenciacién obtenidos mediante la técnica de secuenciacion de alto
rendimiento se alinearon con una secuencia de referencia de genoma humano usando SOAPaligner. Se uso6 el
HG19 (http://genome.ucsc.edu/) como la secuencia de referencia de genoma humano. El valor de profundidad de
secuenciacion de la region de muestra se sometid a calculo estadistico.

3. Calculo de valor de secuenciacion para cada muestra

la etapa de someter de los datos de secuenciacion a control de calidad comprendia adicionalmente:

filtrar segundos datos de secuenciacion no cualificados basandose en el primer parametro de correlacién calculado,
para obtener segundos datos de secuenciacion cualificados.

La etapa de filtrado de los segundos datos de secuenciacion no cualificados que comprendia adicionalmente:

obtener un cuartil inferior Q1, un cuartil superior Q3 y un intercuartil IQR mediante funcién cuartil y clasificando
todos los valores de profundidad de secuenciacion de la pluralidad de muestras de ADN en los primeros datos de
secuenciacion cualificados en un orden ascendente; y

filtrar datos de secuenciacion no cualificados de los cuales tiene un valor de profundidad de secuenciacién mas
alla de un intervalo de Q1-1.51QR a Q3+1.51QR, para obtener los segundos datos de secuenciacion cualificados.

Tal como se muestra en la Fig.20, se filtr6 una muestra que tiene unos datos de secuenciacion siendo como el valor
atipico. En Fig.20, el panel izquierdo era un histograma de una mediana de valor de profundidad de secuenciacion
de una muestra, el panel derecho fue un diagrama de cajas que muestra una mediana de valor de profundidad de
secuenciacion de una muestra. Podria observarse de ahi que la mediana de los valores de profundidad de
secuenciacion de la pluralidad de muestras de ADN se concentraba principalmente dentro de 42X a 60X.

4. Calculo del valor de secuenciacion para cada region

La etapa de someter de los datos de secuenciacion a un control de calidad comprendia adicionalmente:
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filtrar terceros datos de secuenciacion no cualificados basandose en el segundo parametro de correlacion
calculado, para obtener terceros datos de secuenciacion cualificados de la region de sitio de secuencia marcada
dada.

la etapa de filtrado de los terceros datos de secuenciaciéon no cualificados que comprendia adicionalmente:

obtener un cuartil inferior Q1, un cuartil superior Q3 y un intercuartii IQR mediante funcién cuartil y
clasificando todos los valores de profundidad de secuenciacion de la region dada entre distintas muestras de
ADN en los segundos datos de secuenciacion cualificados en un orden ascendente; y

filtrar datos de secuenciacién no cualificados de los cuales una mediana de los valores de profundidad de
secuenciacion de la regidon dada entre las distintas muestras de ADN es cero o superior a Q3+1.5IQR, para
obtener los terceros datos de secuenciacion cualificados.

Tal como se muestra en la Fig.21, el panel izquierdo era un histograma que mostraba una mediana de valor de
profundidad de secuenciacion de una region; y el panel derecho fue un diagrama de cajas que muestra una mediana
de valor de profundidad de secuenciacion de la region. Podria observarse de ahi que la mediana de los valores de
profundidad de secuenciacion la region de muestras se concentraba principalmente dentro de 35X a 75X.

5. después de filtrar la regién o muestra que tiene un valor atipico de valor de profundidad atipico, los datos de
secuenciacion de cada muestra se sometieron a normalizacién, en la que todos los valores de profundidad de
secuenciacion de cada una de la pluralidad de muestras de ADN para una misma region se dividieron por un valor
de profundidad promedio de cada una de la pluralidad de muestras de ADN, para obtener los valores de profundidad
normalizados de la pluralidad de muestras de ADN para la misma region. Y, entonces, los valores de profundidad
normalizados se sometieron a ensayo de valor extremo mediante una curva de distribucién normal, es decir, la etapa
de detectar el valor atipico del valor de profundidad de secuenciacion de la regién de sitio de secuencia marcada
comprende adicionalmente:

calcular un valor medio y una varianza basandose en todos los valores de profundidad de secuenciacion
normalizados de cada una de la pluralidad de muestras de ADN para una misma region;

obtener una curva de distribucion normal con todos los valores no atipicos para la misma region, basandose en
el valor medio calculado y varianza de todos los valores de profundidad normalizados de cada una de la
pluralidad de muestras de ADN para la misma region;

calcular una probabilidad para cada una de la pluralidad de muestras de ADN en cada regién con un valor de
profundidad de secuenciacién especifico, basandose en la curva de distribucion normal;

determinar un primer valor de corte de probabilidad basandose en la probabilidad para cada una de la pluralidad
de muestra de ADN en una regiéon dada con el valor de profundidad de secuenciacion especifico; y

obtener un resultado R1 que muestra la presencia de la microdelecion en la region dada, si la probabilidad de
una de la pluralidad de muestras de ADN en la regién dada con el valor de profundidad de secuenciacion
especifico es inferior al primer valor de corte de probabilidad;

someter el resultado R1 a verificacién experimental, para obtener un resultado de verificacion;

determinar un segundo valor de corte de probabilidad basandose en el resultado de verificacion, en el que el
segundo valor de corte de probabilidad es inferior al primer valor de corte de probabilidad; y

obtener un resultado R2 que muestra la presencia de la microdelecion en la region dada, si la probabilidad de
una de la pluralidad de muestras de ADN en la regién dada con el valor de profundidad especifico es inferior al
segundo valor de corte de probabilidad.

Para cada region después de filtrarse el valor atipico del valor de profundidad de secuenciacion, seleccionar los
datos de secuenciacion de la pluralidad de muestras de ADN después de filtrarse el valor atipico del valor de
profundidad de secuenciacion, la curva de distribucion normal con todos los valores no atipicos para la misma region
se obtuvo basandose en el valor medio calculado y varianza de todos los valores de profundidad normalizados de
cada una de la pluralidad de muestras de ADN para la misma region. La probabilidad de valor p. para cada una de la
pluralidad de muestras de ADN en cada regién con un valor de profundidad de secuenciacién especifico se obtuvo
basandose en la curva de distribucion normal. Tal como se muestra en la Fig.22, la coordenada X fue muestra, la
coordenada Y fue -log10 (valor p); un diagrama, tal como se muestra en la Fig.23, mostré un resultado que ilustra los
valores de expectativa y valores de observacion del valor p. Mediante tal procedimiento, se obtuvo la probabilidad
del valor de profundidad de secuenciacion de cada muestra de AND para cada region. 20 regiones de muestras que
tienen probabilidades inferiores se sometieron a verificacion experimental de reaccién de PCR. El valor de corte de
probabilidad para detectar la microdelecion se determind basandose en el resultado verificado y la precision de
deteccién de la microdeleciéon se sometié a evaluacién, mediante etapas especificas:

seleccionar la region parcial de algunas muestras, que incluian la presencia o la ausencia de la microdelecion,
asi como una region con una amplitud mas grande de valor p;

designando cebadores para ambos extremos de distintas regiones y sometiendo las muestras de ADN a
amplificaciéon de PCR y, a continuacién, sometiendo el producto amplificado a analisis de electroforesis para
obtener un resultado que muestre la presencia de la microdelecion; y finalmente obtener el valor de corte del
valor P que tiene una significancia estadistica. Como se muestra en la Tabla 8, para obtener la tasa de positivo
verdadero y tasa de falso positivo correspondiente a distinta profundidad de secuenciacion, se obtuvo un valor de
area bajo la curva (AUC) como de hasta 0,9968254 verificando el procedimiento de deteccion de la
microdelecion a base de técnica de secuenciacion de alto rendimiento. Tal como se muestra en la Fig.24, la
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coordenada X fue la tasa de falso positivo, la coordenada Y fue la tasa de positivo verdadero. La Flg.24 mostro
que podrian seleccionarse distintas probabilidades de valores de corte basandose en distintas tasas de positivo
verdadero y tasas de falso positivo.

Tabla 8. Distintas tasas de positivo verdadero y tasas de falso positivo obtenidas mediante la seleccion de distintos
valores de corte después de tomar el logaritmo -log10 con el valor p

relacion de corte positivo verdadero falso positivo
0 1 1
1 1 0,20952381
2 1 0,123809524
3 1 0,076190476
4 1 0,038095238
5 1 0,028571429
6 0,974358974 0,028571429
7 0,897435897 0,019047619
8 0,871794872 0,00952381
9 0,846153846 0,00952381
10 0,846153846 0
11 0,820512821 0
12 0,512820513 0
13 0,512820513 0
14 0,512820513 0
15 0,512820513 0
16 0,512820513 0
17 0,512820513 0
18 0,512820513 0
19 0,512820513 0
20 0,487179487 0
21 0,256410256 0
22 0,256410256 0
23 0 0

6. Ademas, la presencia o ausencia de microdelecion en la region de muestra fue determinar mediante arbol de
decisiones en vista de los valores de profundidad de secuenciacion de la regién de muestra.

La etapa de detectar el valor atipico del valor de profundidad de secuenciacién de la region de sitio de secuencia
marcada comprende adicionalmente:

calcular una primera relacion D/S entre el valor de profundidad normalizador de la pluralidad de muestras de
ADN de una region dada y una mediana de todos los valores de profundidad de secuenciacion de cada una de la
pluralidad de muestras de ADN, basandose en el valor de profundidad normalizado de la region de sitio de
secuencia marcada de la pluralidad de muestras de ADN;

calcular una primera relaciéon D/R entre el valor de profundidad normalizador de la pluralidad de muestras de
ADN de la regién dada y una mediana de todos los valores de profundidad de secuenciacion de todas las
regiones, basandose en el valor de profundidad normalizado de la regién de sitio de secuencia marcada de la
pluralidad de muestras de ADN;

formar un primer valor de corte de relacién con la primera relacion D/S usando algoritmo ID3 y formar un
segundo valor de corte de relacion con la primera relacion D/R usando algoritmo ID3;

obtener el resultado que muestra la ausencia de la microdelecion en la region dada de la pluralidad de muestras
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de ADN, si la primera relacion D/S es superior al primer valor de corte de relacion;

obtener el resultado que muestra la ausencia de la microdelecion en la region dada de la pluralidad de muestras
de ADN, si la primera relacién D/S es inferior al primer valor de corte de relacion y la primera relacion D/R es
superior al segundo valor de corte de relacion; y

obtener el resultado que muestra la presencia de la microdelecion en la regién dada de la pluralidad de muestras
de ADN, si la primera relacién D/S es inferior al primer valor de corte de relacion y la primera relacion D/R es
inferior al segundo valor de corte de relacion.

En el ejemplo actual, se predeterminé un valor de corte relajado de valor p. 10°® y el resultado positivo se sometid a
clasificacion mediante el arbol de decisiones, para disminuir adicionalmente la tasa de falso positivo y, a
continuacion, se obtuvo un sitio de microdelecion en la region de muestra.

La etapa de detectar el valor atipico del valor de profundidad de secuenciacién de la region de sitio de secuencia
marcada comprendia adicionalmente:

calcular un valor medio y una varianza basandose en todos los valores de profundidad normalizados de cada una
de la pluralidad de muestras de ADN para una misma region;

obtener una curva de distribucion normal con todos los valores no atipicos para la misma region, basandose en
el valor medio calculado y varianza de todos los valores de profundidad normalizados de cada una de la
pluralidad de muestras de ADN para la misma region;

calcular una probabilidad para cada una de la pluralidad de muestras de ADN en cada regién con un valor de
profundidad de secuenciacién especifico, basandose en la curva de distribucion normal;

determinar un tercer valor de corte de probabilidad basandose en la probabilidad para cada una de la pluralidad
de muestra de ADN en una regién dada con el valor de profundidad de secuenciacion especifico;

obtener un resultado R3 que muestra la presencia de la microdelecion en la region dada, si la probabilidad de
una de la pluralidad de muestras de ADN en la regién dada con el valor de profundidad de secuenciacion
especifico es inferior al tercer valor de corte de probabilidad;

calcular una segunda relacioén D/S entre el valor de profundidad normalizador de la pluralidad de muestras de
ADN de la region dada y una mediana de todos los valores de profundidad de secuenciacién de cada una de la
pluralidad de muestras de ADN en el resultado R3;

calcular una segunda relacién D/R entre el valor de profundidad normalizador de la pluralidad de muestras de
ADN de la regién dada y una mediana de todos los valores de profundidad de secuenciacion de todas las
regiones en el resultado R3;

formar un tercer valor de corte de relacion con la segunda relacion D/S usando algoritmo ID3 y formar un cuarto
valor de corte de relacion con la segunda relacion D/R usando algoritmo 1D3;

obtener el resultado que muestra la ausencia de la microdelecion en la regidon dada de la pluralidad de muestras
de ADN, si la segunda relacién D/S es superior al tercer valor de corte de relacion;

obtener el resultado que muestra la ausencia de la microdelecion en la region dada de la pluralidad de muestras
de ADN, si la segunda relacién D/S es inferior al tercer valor de corte de relacion y la segunda relacion D/R es
superior al cuarto valor de corte de relacion; y

obtener el resultado que muestra la presencia de la microdelecion en la regiéon dada de la pluralidad de muestras
de ADN, si la segunda relacion D/S es inferior al tercer valor de corte de relacion y la segunda relaciéon D/R en el
resultado R3 es inferior al cuarto valor de corte de relacion.

La presente divulgacion también proporciona un medio legible por ordenador que comprende un orden, configurado
para realizar el procedimiento de acuerdo con el procedimiento anteriormente mencionado por un procesador, que
se omite por consideracion de concision.

La Fig.25 es un diagrama esquematico que muestra un aparato para detectar una microdeleciéon en una region de
sitio de secuencia marcada de un cromosoma de acuerdo con una realizacion de la presente divulgacion. Tal como
se muestra en la Fig.25, el aparato de la presente divulgacién puede comprender:

un dispositivo de obtencién de sonda de captura 2501, un dispositivo de hibridacion 2502, un dispositivo de
obtencién de datos de secuenciacion 2503 y un dispositivo de obtencion de resultados de microdeleciéon 2504.

El dispositivo de obtencion de sonda de captura 2501 es para obtener una sonda de captura que se corresponde con
secuencia de ADN de la region de sitio de secuencia marcada.

El sitio de secuencia marcada (STS) es una secuencia de ADN de copia Unica corta de conocida ubicacion de mapa
que sirve como marcador, que puede mapearse Unicamente mediante amplificacion de PCR, para producir un sitio
para la realizacion de mapa, en concreto, deteccion con un orden de una serie de STS puede fabricar un mapa de
una regién genomica. Una sonda es un fragmento de ADN o ARN unicatenario corto (aproximadamente de 20 a 500
pb) para detectar una secuencia de acido nucleico complementario del mismo.

El dispositivo de hibridacion 2502 es para hibridar la sonda de captura con una biblioteca de mezcla de una
pluralidad de muestras de ADN, para capturar la secuencia de ADN de la regién de sitio de secuencia marcada a
partir de la pluralidad de muestras de ADN.
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La expresion "bibliotecas de mezcla" usada en el presente documento se refiere a todas las secuencias de ADN
para secuenciar obtenidas mezclando una pluralidad de bibliotecas de ADN de muestras de ADN Unicas.
Anteriormente se describe, en detalle, etapas especificas para la construccién de la biblioteca de mezcla.

El dispositivo de obtencion de datos de secuenciacion 2503 es para secuenciar la secuencia de ADN capturada de la
region de sitio de secuencia marcada para obtener datos de secuenciacion.

El dispositivo de obtencién de resultados de microdelecion 2504 es para analizar los datos de secuenciacion usando
un procedimiento estadistico matematico, para obtener un resultado que muestra una presencia o una ausencia de
la microdeleciéon en la region de sitio de secuencia marcada del cromosoma en cada una de la pluralidad de
muestras de ADN.

Preferentemente, el dispositivo de obtencién de sonda de captura 2501 comprende adicionalmente:

una unidad de deteccion de region, para encontrar la secuencia de ADN de la region de sitio de secuencia
marcada dentro de una base de datos genémica (GDB);

una unidad de seleccién de secuencia, para seleccionar una secuencia de ADN cualificada de la region de sitio
de secuencia marcada que cumple el requisito para designar la sonda de captura; y

una unidad de obtencion de sonda de captura, para designar y sintetizar la sonda de captura basandose en la
secuencia de ADN cualificada.

La base de datos genomica (GDB, http://www.gdb.org/) es una base de datos para guardar y procesar mapa
gendmico para un proyecto gendémico humano (HGP). La enciclopedia de construcciones de DDB para genoma
humano, ademas de construir el mapa gendémico, también desarrolla un procedimiento de descripcion de contenido
gendmico de nivel de secuencia, que comprende la variacion y descripcion de secuencia con otras funciones y
fenotipo. La base de datos GDB guarda datos mediante un modelo de objeto, que proporciona servicio de busqueda
en un objeto de datos basado en Web. Un usuario para buscar diversos tipos de objetos y en vista del mapa
gendmico por medio de modo de graficos. Por ejemplo, en la base de datos UCSC, la secuencia de ADN en la
region de sitio de secuencia marcada en el cromosoma Y puede encontrarse basandose en la coordenada de
ubicacion de secuencia de referencia de genoma humano Hg19 (http://genome.ucsc.edu/). En ejemplos especificos,
la coordenada de ubicacién en la que se encontré la secuencia de ADN en la regién de sitio de secuencia marcada
de un cromosoma en la base de datos gendmica, que se envidé a Roche-NimbleGen u otras empresas que
proporcionan servicio de captura de ADN. La designacion y sintesis se completd por tales empresas.

Preferentemente, el aparato de la presente divulgacion comprende adicionalmente un dispositivo de construccion de
biblioteca de mezcla, en la que el dispositivo de construccion de biblioteca de mezcla comprende adicionalmente:

una unidad de construccién de pluralidad de bibliotecas de ADN, para construir una pluralidad de bibliotecas de
ADN para una pluralidad de muestras de ADN Unicas, en la que cada una de la pluralidad de bibliotecas de ADN
tiene un adaptador distinto respectivamente;

una unidad de mezcla, para mezclar la pluralidad de bibliotecas de ADN con una relacién predeterminada; y

una unidad de construccion de biblioteca de mezcla, para determinar la mezcla resultado como la biblioteca de
mezcla, si la mezcla resultante cumple un requisito de control de calidad.

Preferentemente, el aparato de la presente divulgacion comprende adicionalmente: un dispositivo de control de
calidad, en el que el dispositivo de control de calidad comprende adicionalmente:

una primera unidad de filtrado, para filtrar los primeros datos no cualificados en los datos de secuenciacion, para
obtener primeros datos de secuenciacion cualificados;

una unidad de calculo de valor de profundidad de secuenciacion, para alinear la primera secuenciacion
cualificada a una secuencia de genoma de referencia mediante software de alineacion de secuencia corta y
calcular un primer parametro de correlacion del valor de profundidad de secuenciaciéon de cada una de la
pluralidad de muestras de ADN y un segundo parametro de correlacion del valor de profundidad de
secuenciacion para una region de sitio de secuencia marcada entre la pluralidad de muestras de ADN;

una segunda unidad de filtrado, para filtrar segundos datos de secuenciaciéon no cualificados basandose en el
primer parametro de correlacion calculado, para obtener segundos datos de secuenciacion cualificados; y

una tercera unidad de filtrado, para filtrar terceros datos de secuenciacidon no cualificados basandose en el
segundo parametro de correlacion calculado, para obtener terceros datos de secuenciacion cualificados de la
region de sitio de secuencia marcada dada.

Preferentemente, el dispositivo de obtencién de resultados de microdelecion comprende adicionalmente:

una unidad de normalizacién de valor de profundidad de secuenciacién, para someter un valor de profundidad de
secuenciacion de la region de sitio de secuencia marcada a normalizacion, para obtener un valor de profundidad
de secuenciacion normalizado; y

una unidad de obtencion de resultados de microdelecion, para detectar un valor atipico del valor de profundidad
de secuenciacion de la region de sitio de secuencia marcada basandose en el valor de profundidad de
secuenciacion normalizado usando el procedimiento estadistico matematico, para obtener el resultado que
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muestra la presencia o la ausencia de la microdelecién en la regiéon de sitio de secuencia marcada del
cromosoma en cada una de la pluralidad de muestras de ADN.

Preferentemente, la unidad de normalizacion de valor de profundidad de secuenciaciéon se usa especificamente en la
division de todos los valores de profundidad de secuenciacion de cada una de la pluralidad de muestras de ADN
para una misma region por un valor de profundidad promedio de cada una de la pluralidad de muestras de ADN,
para obtener los valores de profundidad normalizados de la pluralidad de muestras de ADN para la misma region.

Preferentemente, tal como se muestra en la Fig.26, la unidad de obtencion de resultados de microdelecion
comprende adicionalmente:

un modulo de obtencion de valor medio y varianza 2601, para calcular un valor medio y una varianza basandose
en todos los valores de profundidad de secuenciaciéon normalizados de cada una de la pluralidad de muestras de
ADN para una misma region;

un médulo de obtencién de curva de distribucién normal 2602, para obtener una curva de distribucién normal con
todos los valores no atipicos para la misma region, basandose en el valor medio calculado y varianza de todos
los valores de profundidad normalizados de cada una de la pluralidad de muestras de ADN para la misma region;
un médulo de calculo de probabilidad 2603, para calcular una probabilidad para cada una de la pluralidad de
muestras de ADN en cada regién con un valor de profundidad de secuenciacion especifico, basandose en la
curva de distribucion normal; y

un primer modulo de determinacion 2604, para determinar un primer valor de corte de probabilidad basandose en
la probabilidad para cada una de la pluralidad de muestra de ADN en una regién dada con el valor de
profundidad de secuenciacion especifico y obtener un resultado R1 que muestra la presencia de la microdelecion
en la region dada, sila probabilidad de una de la pluralidad de muestras de ADN en la regién dada con el valor
de profundidad de secuenciacién especifico es inferior al primer valor de corte de probabilidad.

En una realizacion preferida, Tal como se muestra en la Fig.27, la unidad de obtencion de microdelecion aun
comprende adicionalmente:

un moédulo de determinacién de valor de corte de probabilidad 2701, para someter el resultado R1 a verificacion
experimental, para obtener un resultado de verificacion y determinar un segundo valor de corte de probabilidad
basandose en el resultado de verificacion, en el que el segundo valor de corte de probabilidad es inferior al
primer valor de corte de probabilidad; y

un segundo modulo de determinacion 2702, para obtener un resultado R2 que muestra la presencia de la
microdelecion en la region dada, si la probabilidad de una de la pluralidad de muestras de ADN en la regién dada
con el valor de profundidad especifico es inferior al segundo valor de corte de probabilidad.

Tal como se muestra en la Fig.28, en otra realizacién preferente, la unidad de obtencion de microdelecion adn
comprende adicionalmente:

un primer moédulo de obtencién de relacion D/S 2801, para calcular una primera relacién D/S entre el valor de
profundidad normalizador de la pluralidad de muestras de ADN de una region dada y una mediana de todos los
valores de profundidad de secuenciacion de cada una de la pluralidad de muestras de ADN, basandose en el
valor de profundidad normalizado de la regiéon de sitio de secuencia marcada de la pluralidad de muestras de
ADN;

un primer modulo de obtencion de relacién D/R 2802, para calcular una primera relacion D/R entre el valor de
profundidad normalizador de la pluralidad de muestras de ADN de la region dada y una mediana de todos los
valores de profundidad de secuenciacion de todas las regiones, basandose en el valor de profundidad
normalizado de la region de sitio de secuencia marcada de la pluralidad de muestras de ADN;

un primer médulo de obtencién de valor de corte de relacién 2803, para formar un primer valor de corte de
relacion con la primera relacion D/S usando algoritmo ID3 y formar un segundo valor de corte de relacién con la
primera relacion D/R usando algoritmo 1D3;

un tercer médulo de determinacion 2804, para obtener el resultado que muestra la ausencia de la microdelecion
en la regién dada de la pluralidad de muestras de ADN, si la primera relacion D/S es superior al primer valor de
corte de relacion;

un cuarto modulo de determinacion 2805, para obtener el resultado que muestra la ausencia de la microdelecion
en la region dada de la pluralidad de muestras de ADN, si la primera relacién D/S es inferior al primer valor de
corte de relacion y la primera relacion D/R es superior al segundo valor de corte de relacion; y

un quinto moédulo de determinacién 2806, para obtener el resultado que muestra la presencia de la microdelecion
en la region dada de la pluralidad de muestras de ADN, si la primera relacién D/S es inferior al primer valor de
corte de relacion y la primera relacion D/R es inferior al segundo valor de corte de relacion.

Tal como se muestra en la Fig.29, en una realizacion preferente adicional, la unidad de obtencién de microdelecion
aun comprende adicionalmente:

un modulo de obtencion de valor medio y varianza 2901, para calcular un valor medio y una varianza basandose
en todos los valores de profundidad de secuenciacidon normalizados de cada una de la pluralidad de muestras de
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ADN para una misma region;

un médulo de obtencién de curva de distribucién normal 2902, para obtener una curva de distribucion normal con
todos los valores no atipicos para la misma region, basandose en el valor medio calculado y varianza de todos
los valores de profundidad normalizados de cada una de la pluralidad de muestras de ADN para la misma region;
un médulo de calculo de probabilidad 2903, para calcular una probabilidad para cada una de la pluralidad de
muestras de ADN en cada regién con un valor de profundidad de secuenciacion especifico, basandose en la
curva de distribucion normal;

un sexto moédulo de determinacion 2904, para determinar un tercer valor de corte de probabilidad basandose en
la probabilidad para cada una de la pluralidad de muestra de ADN en una regién dada con el valor de
profundidad de secuenciacion especifico y obtener un resultado R3 que muestra la presencia de la microdelecion
en la region dada, sila probabilidad de una de la pluralidad de muestras de ADN en la regién dada con el valor
de profundidad de secuenciacién especifico es inferior al tercer valor de corte de probabilidad;

un segundo médulo de obtencién de relacion D/S 2905, para calcular una segunda relacion D/S entre el valor de
profundidad normalizador de la pluralidad de muestras de ADN de la region dada y una mediana de todos los
valores de profundidad de secuenciacion de cada una de la pluralidad de muestras de ADN en el resultado R3;
un segundo maédulo de obtencion de relacion D/R 2906, para calcular una segunda relacion D/R entre el valor de
profundidad normalizador de la pluralidad de muestras de ADN de la region dada y una mediana de todos los
valores de profundidad de secuenciacion de todas las regiones en el resultado R3;

un segundo médulo de determinacion de valor de corte de relacion 2907, para formar un tercer valor de corte de
relacion con la segunda relacion D/S usando algoritmo ID3 y formar un cuarto valor de corte de relacién con la
segunda relacion D/R usando algoritmo ID3;

un séptimo moédulo de determinacidon 2908, para obtener el resultado que muestra la ausencia de la
microdelecion en la region dada de la pluralidad de muestras de ADN, si la segunda relacion D/S es superior al
tercer valor de corte de relacion;

un octavo médulo de determinacién 2909, para obtener el resultado que muestra la ausencia de la microdelecion
en la region dada de la pluralidad de muestras de ADN, si la segunda relacion D/S es inferior al tercer valor de
corte de relacion y la segunda relacion D/R es superior al cuarto valor de corte de relacion; y

un noveno modulo de determinacion 2910, para obtener el resultado que muestra la presencia de la
microdelecion en la region dada de la pluralidad de muestras de ADN, si la segunda relacién D/S es inferior al
tercer valor de corte de relacion y la segunda relacion D/R en el resultado R3 es inferior al cuarto valor de corte
de relacion.

El aparato de deteccion de la microdelecion en la regidn de sitio de secuencia marcada del cromosoma y el aparato
del mismo, mediante el cual obtiene la sonda de captura que cubre una region de sitio de secuencia marcada
completa de un cromosoma y captura secuencia de ADN de la region de sitio de secuencia marcada a partir de una
pluralidad de muestras de ADN después de hibridarse con una bibliotecas de mezcla de la pluralidad de muestras de
ADN, puede detectar de forma eficaz y precisa microdeleciones informadas o no informadas en una region de sitio
de secuencia marcada de un cromosoma con una gran cantidad de muestras de ADN; ademas el procedimiento de
analisis estadistico matematico usado por la presente divulgacion puede basarse en una distribucion normal, un
procedimiento de analisis de arbol de decisiones o una combinacién de los mismos seguido por una verificacion
experimentos, que es cientifica, estable, con una alta sensibilidad, una tasa de falso positivos baja, usandose en el
analisis eficaz de microdeleciones.

Aunque se han mostrado y descrito realizaciones explicativas, se apreciaria por los expertos en la técnica que las
realizaciones anteriores no pueden interpretarse para que limiten la presente divulgacion y pueden realizarse
cambios, alternativas y modificaciones en las realizaciones sin alejarse del espiritu, principios y ambito de la
presente divulgacion.

En lo sucesivo, se describen realizaciones preferentes para facilitar una comprensiéon mas profunda de la invencion:

1. Un procedimiento de deteccion de una microdelecién en una region de sitio de secuencia marcada de un
cromosoma, que comprende:

obtener una sonda de captura que se corresponde con secuencia de ADN de la region de sitio de secuencia
marcada;

hibridar la sonda de captura con una biblioteca de una pluralidad de muestras de ADN, para capturar la
secuencia de ADN de la region de sitio de secuencia marcada a partir de la pluralidad de muestras de ADN;
secuenciar la secuencia de ADN capturada de la region de sitio de secuencia marcada para obtener datos de
secuenciacion; y

analizar los datos de secuenciacion usando un procedimiento estadistico matematico, para obtener un
resultado que muestra una presencia o una ausencia de la microdelecion en la region de sitio de secuencia
marcada del cromosoma en cada una de la pluralidad de muestras de ADN.

2. El procedimiento de la realizacién 1, en el que la etapa de analisis de los datos de secuenciacién usando el
ensayo estadistico matematico comprende adicionalmente:

someter un valor de profundidad de secuenciacion de la region de sitio de secuencia marcada a
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normalizacién, para obtener un valor de profundidad de secuenciacién normalizado;

detectar un valor atipico del valor de profundidad de secuenciacion de la region de sitio de secuencia
marcada basandose en el valor de profundidad de secuenciacién normalizado usando el procedimiento
estadistico matematico, para obtener el resultado que muestra la presencia o la ausencia de la microdelecion
en la regioén de sitio de secuencia marcada del cromosoma en cada una de la pluralidad de muestras de ADN.

3. El procedimiento de la realizacién 2, en el que la etapa de someter el valor de profundidad de secuenciacion
de la region de sitio de secuencia marcada a normalizacion comprende adicionalmente:

dividir todos los valores de profundidad de secuenciacion de cada una de la pluralidad de muestras de ADN para
una misma region por un valor de profundidad promedio de cada una de la pluralidad de muestras de ADN, para
obtener los valores de profundidad normalizados de la pluralidad de muestras de ADN para la misma region.

4. El procedimiento de la realizacién 2, en el que la etapa de detectar el valor atipico del valor de profundidad de
secuenciacion de la region de sitio de secuencia marcada comprende adicionalmente:

calcular un valor medio y una varianza basandose en todos los valores de profundidad de secuenciacion
normalizados de cada una de la pluralidad de muestras de ADN para una misma region;

obtener una curva de distribucion normal con todos los valores no atipicos para la misma region, basandose
en el valor medio calculado y varianza de todos los valores de profundidad normalizados de cada una de la
pluralidad de muestras de ADN para la misma region;

calcular una probabilidad para cada una de la pluralidad de muestras de ADN en cada region con un valor de
profundidad de secuenciacién especifico, basandose en la curva de distribucion normal;

determinar un primer valor de corte de probabilidad basandose en la probabilidad para cada una de la
pluralidad de muestra de ADN en una regiéon dada con el valor de profundidad de secuenciacion especifico; y
obtener un resultado R1 que muestra la presencia de la microdelecion en la regiéon dada, si la probabilidad de
una de la pluralidad de muestras de ADN en la regién dada con el valor de profundidad de secuenciacion
especifico es inferior al primer valor de corte de probabilidad.

5. El procedimiento de la realizaciéon 4, en el que después de la etapa de obtener el resultado R1, el
procedimiento comprende adicionalmente: someter el resultado R1 a verificacién experimental, para obtener un
resultado de verificacion;

determinar un segundo valor de corte de probabilidad basandose en el resultado de verificacion, en el que el
segundo valor de corte de probabilidad es inferior al primer valor de corte de probabilidad;

obtener un resultado R2 que muestra la presencia de la microdelecion en la regiéon dada, si la probabilidad de
una de la pluralidad de muestras de ADN en la regién dada con el valor de profundidad especifico es inferior
al segundo valor de corte de probabilidad.

6. El procedimiento de la realizacion 2, en el que la etapa de detectar el valor atipico del valor de profundidad de
secuenciacion de la region de sitio de secuencia marcada comprende adicionalmente:

calcular una primera relacién D/S entre el valor de profundidad normalizador de la pluralidad de muestras de
ADN de una region dada y una mediana de todos los valores de profundidad de secuenciacion de cada una
de la pluralidad de muestras de ADN, basandose en el valor de profundidad normalizado de la region de sitio
de secuencia marcada de la pluralidad de muestras de ADN;

calcular una primera relacién D/R entre el valor de profundidad normalizador de la pluralidad de muestras de
ADN de la region dada y una mediana de todos los valores de profundidad de secuenciacion de todas las
regiones, basandose en el valor de profundidad normalizado de la region de sitio de secuencia marcada de la
pluralidad de muestras de ADN;

formar un primer valor de corte de relacién con la primera relacion D/S usando algoritmo ID3 y formar un
segundo valor de corte de relacion con la primera relacion D/R usando algoritmo ID3,

obtener el resultado que muestra la ausencia de la microdelecién en la regiéon dada de la pluralidad de
muestras de ADN, si la primera relacién D/S es superior al primer valor de corte de relacion;

obtener el resultado que muestra la ausencia de la microdelecién en la regiéon dada de la pluralidad de
muestras de ADN, si la primera relacion D/S es inferior al primer valor de corte de relacién y la primera
relacion D/R es superior al segundo valor de corte de relacion;

obtener el resultado que muestra la presencia de la microdelecion en la region dada de la pluralidad de
muestras de ADN, si la primera relacion D/S es inferior al primer valor de corte de relacién y la primera
relacion D/R es inferior al segundo valor de corte de relacion.

7. El procedimiento de la realizacién 2, en el que la etapa de detectar el valor atipico del valor de profundidad de
secuenciacion de la region de sitio de secuencia marcada comprende adicionalmente:

calcular un valor medio y una varianza basandose en todos los valores de profundidad normalizados de cada
una de la pluralidad de muestras de ADN para una misma region;

obtener una curva de distribucién normal con todos los valores no atipicos para la misma region, basandose
en el valor medio calculado y varianza de todos los valores de profundidad normalizados de cada una de la
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pluralidad de muestras de ADN para la misma region;

calcular una probabilidad para cada una de la pluralidad de muestras de ADN en cada region con un valor de
profundidad de secuenciacién especifico, basandose en la curva de distribucion normal;

determinar un tercer valor de corte de probabilidad basandose en la probabilidad para cada una de la
pluralidad de muestra de ADN en una region dada con el valor de profundidad de secuenciacion especifico;
obtener un resultado R3 que muestra la presencia de la microdelecion en la regiéon dada, si la probabilidad de
una de la pluralidad de muestras de ADN en la regién dada con el valor de profundidad de secuenciacion
especifico es inferior al tercer valor de corte de probabilidad;

calcular una segunda relacién D/S entre el valor de profundidad normalizador de la pluralidad de muestras de
ADN de la region dada y una mediana de todos los valores de profundidad de secuenciacién de cada una de
la pluralidad de muestras de ADN en el resultado R3;

calcular una segunda relacion D/R entre el valor de profundidad normalizador de la pluralidad de muestras de
ADN de la region dada y una mediana de todos los valores de profundidad de secuenciacion de todas las
regiones en el resultado R3;

formar un tercer valor de corte de relaciéon con la segunda relacion D/S usando algoritmo ID3 y formar un
cuarto valor de corte de relacion con la segunda relacion D/R usando algoritmo ID3;

obtener el resultado que muestra la ausencia de la microdelecién en la regiéon dada de la pluralidad de
muestras de ADN, si la segunda relacion D/S es superior al tercer valor de corte de relacion;

obtener el resultado que muestra la ausencia de la microdelecién en la regiéon dada de la pluralidad de
muestras de ADN, si la segunda relaciéon D/S es inferior al tercer valor de corte de relacion y la segunda
relacion D/R es superior al cuarto valor de corte de relacion;

obtener el resultado que muestra la presencia de la microdelecion en la region dada de la pluralidad de
muestras de ADN, si la segunda relaciéon D/S es inferior al tercer valor de corte de relacion y la segunda
relacion D/R en el resultado R3 es inferior al cuarto valor de corte de relacion.

8. El procedimiento de la realizacion 1, en el que la etapa de obtener la sonda de captura comprende
adicionalmente:

encontrar la secuencia de ADN de la region de sitio de secuencia marcada dentro de una base de datos
gendmica;

seleccionar una secuencia de ADN cualificada de la region de sitio de secuencia marcada que cumple el
requisito para designar la sonda de captura;

designar y sintetizar la sonda de captura basandose en la secuencia de ADN cualificada.

9. El procedimiento de la realizacion 1, en el que la biblioteca de mezcla de la pluralidad de muestras de ADN se
construye mediante las siguientes etapas:

construir una pluralidad de bibliotecas de ADN para una pluralidad de muestras de ADN Unicas, en la que
cada una de la pluralidad de bibliotecas de ADN tiene un adaptador distinto respectivamente;

mezclar la pluralidad de bibliotecas de ADN con una relacién predeterminada;

determinar la mezcla resultado como la biblioteca de mezcla, si la mezcla resultante cumple un requisito de
control de calidad.

10. El procedimiento de la realizacion 8, en el que la etapa de construccion de una pluralidad de bibliotecas de
ADN para una pluralidad de muestras de ADN Unicas, para cada una de la pluralidad de muestras de ADN
Unicas, la biblioteca de ADN se construye mediante la siguientes etapas:

romper un genoma de ADN en fragmentos de ADN que tienen un tamafio predeterminado mediante
procedimiento fisico o quimico, para obtener fragmentos de ADN;

someter los fragmentos de ADN a reparacion de extremo, para obtener fragmentos de ADN con extremo
reparado con un extremo fosforilado;

afiadir una base "A" a los fragmentos de ADN con extremo reparado en el extremo 3' para obtener
fragmentos de ADN con la base "A" en el extremo 3';

ligar un adaptador de indice a los fragmentos de ADN con la base "A" en el extremo 3', para obtener
fragmentos de ADN ligados con el adaptador de indice;

amplificar los fragmentos de ADN ligados con el adaptador de indice usando un cebador que comprende una
secuencia especifica al adaptador de indice, para obtener un producto de amplificacion; y

determinar el producto de amplificacion como la biblioteca de ADN, si el producto de amplificacion cumple el
requisito de control de calidad.

11. El procedimiento de la realizacion 1, en el que después de la etapa de secuenciacion de la secuenciacion del
ADN capturado y antes de la etapa de analisis de los datos de secuenciacion, el procedimiento comprende
adicionalmente:

someter los datos de secuenciacion a un control de calidad.

12. El procedimiento de la realizacién 10, en el que la etapa de someter de los datos de secuenciacién a control
de calidad comprende adicionalmente:
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filtrar los primeros datos no cualificados en los datos de secuenciacion, para obtener primeros datos de
secuenciacion cualificados;

alinear la primera secuenciacion cualificada a una secuencia de genoma de referencia mediante software de
alineacion de secuencia corta y calcular un primer parametro de correlacion del valor de profundidad de
secuenciacion de cada una de la pluralidad de muestras de ADN y un segundo parametro de correlacion del
valor de profundidad de secuenciacion para una region de sitio de secuencia marcada entre la pluralidad de
muestras de ADN;

filtrar segundos datos de secuenciacion no cualificados basandose en el primer parametro de correlacion
calculado, para obtener segundos datos de secuenciacion cualificados;

filtrar terceros datos de secuenciacion no cualificados basandose en el segundo parametro de correlacion
calculado, para obtener terceros datos de secuenciaciéon cualificados de la region de sitio de secuencia
marcada dada.

El procedimiento de la realizaciéon 11, en el que la etapa de filtrar los primeros datos no cualificados en los

datos de secuenciacién, para obtener los primeros datos de secuenciacion cualificados que comprenden
adicionalmente:

14.

obtener un primer conjunto de datos de secuenciacion filtrando datos no cualificados que contiene mas de
una proporcion predeterminada de bases que tienen una baja calidad de los datos de secuenciacion;

obtener un segundo conjunto de datos de secuenciacion filtrando datos no cualificados que contiene mas del
10 % de bases no determinadas a partir del primer conjunto de datos de secuenciacion;

obtener un tercer conjunto de datos de secuenciacion filtrando datos no cualificados que contiene una
secuencia de adaptador de secuenciacion a partir del segundo conjunto de datos de secuenciacion después
de haber sido alineado a una biblioteca de secuencias de adaptador de secuenciacion;

obtener los primeros datos de secuenciacion cualificados filtrando datos no cualificados de los cuales
contiene una secuencia exégena a partir del tercer conjunto de datos de secuenciacion después de haber
sido alienados a todas las secuencias exdgenas introducidas.

El procedimiento de la realizacion 11, en el que la etapa de filtrado de los segundos datos de secuenciacion

no cualificados que comprende adicionalmente:

15.

obtener un cuartil inferior Q1, un cuartil superior Q3 y un intercuartii IQR mediante funcién cuartil y
clasificando todos los valores de profundidad de secuenciacién de la pluralidad de muestras de ADN en los
primeros datos de secuenciacién cualificados en un orden ascendente;

filtrar datos de secuenciacion no cualificados de los cuales tiene un valor de profundidad de secuenciacion
mas alla de un intervalo de Q1-1.5IQR a Q3+1.51QR, para obtener los segundos datos de secuenciacion
cualificados.

El procedimiento de la realizacién 11, en el que la etapa de filtrado de los terceros datos de secuenciacién no

cualificados que comprende adicionalmente:

obtener un cuartil inferior Q1, un cuartil superior Q3 y un intercuartii IQR mediante funcién cuartil y
clasificando todos los valores de profundidad de secuenciacion de la regidon dada entre distintas muestras de
ADN en los segundos datos de secuenciacion cualificados en un orden ascendente;

filtrar datos de secuenciacién no cualificados de los cuales una mediana de los valores de profundidad de
secuenciacion de la regidon dada entre las distintas muestras de ADN es cero o superior a Q3+1.5IQR, para
obtener los terceros datos de secuenciacion cualificados.

Ejemplo de referencia 16. Un aparato para la deteccion de una microdelecion en una region de sitio de secuencia
marcada de un cromosoma, que comprende:

una sonda de captura que obtiene mdédulo, para obtener una sonda de captura que se corresponde con
secuencia de ADN de la region de sitio de secuencia marcada;

un modulo de hibridacion, para hibridar la sonda de captura con una biblioteca de mezcla de una pluralidad
de muestras de ADN, para capturar la secuencia de ADN de la region de sitio de secuencia marcada a partir
de la pluralidad de muestras de ADN;

un moédulo de obtencién de datos de secuenciacion, para secuenciar la secuencia de ADN capturada de la
region de sitio de secuencia marcada para obtener datos de secuenciacion; y

un médulo de obtenciéon de resultados de microdelecion, para analizar los datos de secuenciacion usando un
procedimiento estadistico matematico, para obtener un resultado que muestra una presencia o una ausencia
de la microdelecioén en la region de sitio de secuencia marcada del cromosoma en cada una de la pluralidad
de muestras de ADN.

Ejemplo de referencia 17. El aparato del ejemplo de referencia 15, en el que el mdédulo de obtencion de
resultados de microdeleciéon comprende adicionalmente:

una unidad de normalizacién de valor de profundidad de secuenciacion, para someter un valor de profundidad
de secuenciacion de la regiéon de sitio de secuencia marcada a normalizacién, para obtener un valor de
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profundidad de secuenciacién normalizado;

una unidad de obtencién de resultados de microdelecion, para detectar un valor atipico del valor de
profundidad de secuenciacion de la regidon de sitio de secuencia marcada basandose en el valor de
profundidad de secuenciacién normalizado usando el procedimiento estadistico matematico, para obtener el
resultado que muestra la presencia o la ausencia de la microdelecion en la regiéon de sitio de secuencia
marcada del cromosoma en cada una de la pluralidad de muestras de ADN.

Ejemplo de referencia 18. El aparato del ejemplo de referencia 16, en el que la unidad de normalizacion de valor
de profundidad de secuenciacién se usa en la division de todos los valores de profundidad de secuenciacion de
cada una de la pluralidad de muestras de ADN para una misma regién por un valor de profundidad promedio de
cada una de la pluralidad de muestras de ADN, para obtener los valores de profundidad normalizados de la
pluralidad de muestras de ADN para la misma region.

Ejemplo de referencia 19. El aparato del ejemplo de referencia 16, en el que la unidad de obtencion de
resultados de microdeleciéon comprende adicionalmente:

un modulo de obtencion de valor medio y varianza, para calcular un valor medio y una varianza basandose en
todos los valores de profundidad de secuenciacién normalizados de cada una de la pluralidad de muestras de
ADN para una misma region;

un modulo de obtencién de curva de distribucidon normal, para obtener una curva de distribucién normal con
todos los valores no atipicos para la misma region, basandose en el valor medio calculado y varianza de
todos los valores de profundidad normalizados de cada una de la pluralidad de muestras de ADN para la
misma region;

un moédulo de calculo de probabilidad, para calcular una probabilidad para cada una de la pluralidad de
muestras de ADN en cada region con un valor de profundidad de secuenciacion especifico, basandose en la
curva de distribucion normal; y

un primer modulo de determinacion, para determinar un primer valor de corte de probabilidad basandose en
la probabilidad para cada una de la pluralidad de muestra de ADN en una regién dada con el valor de
profundidad de secuenciacion especifico y obtener un resultado R1 que muestra la presencia de la
microdelecion en la region dada, si la probabilidad de una de la pluralidad de muestras de ADN en la region
dada con el valor de profundidad de secuenciacién especifico es inferior al primer valor de corte de
probabilidad.

Ejemplo de referencia 20. El aparato del ejemplo de referencia 19, en el que la unidad de obtencion de
microdelecion aun comprende adicionalmente:

un médulo de determinacion de valor de corte de probabilidad, para someter el resultado R1 a verificacion
experimental, para obtener un resultado de verificacion y determinar un segundo valor de corte de
probabilidad basandose en el resultado de verificacion, en el que el segundo valor de corte de probabilidad es
inferior al primer valor de corte de probabilidad;

un segundo modulo de determinacion, para obtener un resultado R2 que muestra la presencia de la
microdelecion en la region dada, si la probabilidad de una de la pluralidad de muestras de ADN en la region
dada con el valor de profundidad especifico es inferior al segundo valor de corte de probabilidad.

Ejemplo de referencia 21. El aparato del ejemplo de referencia 16, en el que la unidad de obtencion de
microdelecion aun comprende adicionalmente:

un primer moédulo de obtencion de relacién D/S, para calcular una primera relacion D/S entre el valor de
profundidad normalizador de la pluralidad de muestras de ADN de una region dada y una mediana de todos
los valores de profundidad de secuenciacién de cada una de la pluralidad de muestras de ADN, basandose
en el valor de profundidad normalizado de la regién de sitio de secuencia marcada de la pluralidad de
muestras de ADN;

un primer moédulo de obtencién de relacion D/R, para calcular una primera relacion D/R entre el valor de
profundidad normalizador de la pluralidad de muestras de ADN de la regién dada y una mediana de todos los
valores de profundidad de secuenciacién de todas las regiones, basandose en el valor de profundidad
normalizado de la region de sitio de secuencia marcada de la pluralidad de muestras de ADN;

un primer médulo de obtencion de valor de corte de relacidn, para formar un primer valor de corte de relacion
con la primera relacion D/S usando algoritmo ID3 y formar un segundo valor de corte de relacién con la
primera relacion D/R usando algoritmo ID3;

un tercer médulo de determinacion, para obtener el resultado que muestra la ausencia de la microdelecién en
la regién dada de la pluralidad de muestras de ADN, si la primera relacién D/S es superior al primer valor de
corte de relacion;

un cuarto médulo de determinacién, para obtener el resultado que muestra la ausencia de la microdelecion en
la region dada de la pluralidad de muestras de ADN, si la primera relacion D/S es inferior al primer valor de
corte de relacion y la primera relacion D/R es superior al segundo valor de corte de relacion; y

un quinto médulo de determinacioén, para obtener el resultado que muestra la presencia de la microdelecion
en la regiéon dada de la pluralidad de muestras de ADN, si la primera relacion D/S es inferior al primer valor de
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corte de relacion y la primera relacion D/R es inferior al segundo valor de corte de relacion.

Ejemplo de referencia 22. El aparato del ejemplo de referencia 16, en el que la unidad de obtencion de
microdelecion aun comprende adicionalmente:

un modulo de obtencion de valor medio y varianza, para calcular un valor medio y una varianza basandose en
todos los valores de profundidad de secuenciacién normalizados de cada una de la pluralidad de muestras de
ADN para una misma region;

un modulo de obtencién de curva de distribucidon normal, para obtener una curva de distribucién normal con
todos los valores no atipicos para la misma region, basandose en el valor medio calculado y varianza de
todos los valores de profundidad normalizados de cada una de la pluralidad de muestras de ADN para la
misma region;

un moédulo de calculo de probabilidad, para calcular una probabilidad para cada una de la pluralidad de
muestras de ADN en cada region con un valor de profundidad de secuenciacion especifico, basandose en la
curva de distribucion normal;

un sexto moédulo de determinacion, para determinar un tercer valor de corte de probabilidad basandose en la
probabilidad para cada una de la pluralidad de muestra de ADN en una regién dada con el valor de
profundidad de secuenciacion especifico y obtener un resultado R3 que muestra la presencia de la
microdelecion en la region dada, si la probabilidad de una de la pluralidad de muestras de ADN en la region
dada con el valor de profundidad de secuenciacion especifico es inferior al tercer valor de corte de
probabilidad;

un segundo moédulo de obtencidn de relacion D/S, para calcular una segunda relacion D/S entre el valor de
profundidad normalizador de la pluralidad de muestras de ADN de la regién dada y una mediana de todos los
valores de profundidad de secuenciacién de cada una de la pluralidad de muestras de ADN en el resultado
R3;

un segundo médulo de obtencion de relacion D/R, para calcular una segunda relacion D/R entre el valor de
profundidad normalizador de la pluralidad de muestras de ADN de la regién dada y una mediana de todos los
valores de profundidad de secuenciacion de todas las regiones en el resultado R3;

un segundo moédulo de determinacién de valor de corte de relacidn, para formar un tercer valor de corte de
relacion con la segunda relacion D/S usando algoritmo ID3 y formar un cuarto valor de corte de relacién con
la segunda relacion D/R usando algoritmo ID3;

un séptimo médulo de determinacion, para obtener el resultado que muestra la ausencia de la microdelecion
en la region dada de la pluralidad de muestras de ADN, si la segunda relacion D/S es superior al tercer valor
de corte de relacion;

un octavo médulo de determinacion, para obtener el resultado que muestra la ausencia de la microdelecion
en la region dada de la pluralidad de muestras de ADN, si la segunda relaciéon D/S es inferior al tercer valor
de corte de relacion y la segunda relacion D/R es superior al cuarto valor de corte de relacion;

un noveno moédulo de determinacioén, para obtener el resultado que muestra la presencia de la microdelecién
en la region dada de la pluralidad de muestras de ADN, si la segunda relacion D/S es inferior al tercer valor
de corte de relacion y la segunda relacion D/R en el resultado R3 es inferior al cuarto valor de corte de
relacion.

Ejemplo de referencia 23. El aparato del ejemplo de referencia 16, en el que el médulo de obtencién de sonda de
captura comprende adicionalmente:

una unidad de deteccion de region, para encontrar la secuencia de ADN de la region de sitio de secuencia
marcada dentro de una base de datos gendmica;

una unidad de seleccion de secuencia, para seleccionar una secuencia de ADN cualificada de la region de
sitio de secuencia marcada que cumple el requisito para designar la sonda de captura; y

una unidad de obtencion de sonda de captura, para designar y sintetizar la sonda de captura basandose en la
secuencia de ADN cualificada.

Ejemplo de referencia 24. El aparato del ejemplo de referencia 16, que comprende adicionalmente un médulo de
construccién de biblioteca de mezcla, en la que el médulo de construccion de biblioteca de mezcla comprende
adicionalmente:

una unidad de construccion de pluralidad de bibliotecas de ADN, para construir una pluralidad de bibliotecas
de ADN para una pluralidad de muestras de ADN Unicas, en la que cada una de la pluralidad de bibliotecas
de ADN tiene un adaptador distinto respectivamente;

una unidad de mezcla, para mezclar la pluralidad de bibliotecas de ADN con una relacién predeterminada; y
una unidad de construccion de biblioteca de mezcla, para determinar la mezcla resultado como la biblioteca
de mezcla, si la mezcla resultante cumple un requisito de control de calidad.

Ejemplo de referencia 25. El aparato del ejemplo de referencia 15, que comprende adicionalmente un médulo de
control de calidad, en la que el médulo de control de calidad comprende adicionalmente:
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una primera unidad de filtrado, para filtrar los primeros datos no cualificados en los datos de secuenciacion,
para obtener primeros datos de secuenciacion cualificados;

una unidad de calculo de valor de profundidad de secuenciacion, para alinear la primera secuenciacion
cualificada a una secuencia de genoma de referencia mediante software de alineacion de secuencia corta y
calcular un primer parametro de correlacién del valor de profundidad de secuenciacién de cada una de la
pluralidad de muestras de ADN y un segundo parametro de correlacion del valor de profundidad de
secuenciacion para una region de sitio de secuencia marcada entre la pluralidad de muestras de ADN;

una segunda unidad de filtrado, para filtrar segundos datos de secuenciacion no cualificados basandose en el
primer parametro de correlacion calculado, para obtener segundos datos de secuenciacion cualificados; y
una tercera unidad de filtrado, para filtrar terceros datos de secuenciacion no cualificados basandose en el
segundo parametro de correlacion calculado, para obtener terceros datos de secuenciacion cualificados de la
region de sitio de secuencia marcada dada.

26. Un medio legible que comprende un orden, configurado para realizar el procedimiento de acuerdo con
cualquiera una de las realizaciones 1 a 15 mediante un procesador.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de deteccion de una microdelecion en una region de sitio de secuencia marcada de un
cromosoma, que comprende:

obtener una sonda de captura correspondiente a la secuencia de ADN de la regidon de sitio de secuencia
marcada;

hibridar la sonda de captura con una biblioteca de una pluralidad de muestras de ADN, para capturar la
secuencia de ADN de la region de sitio de secuencia marcada a partir de la pluralidad de muestras de ADN;
secuenciar la secuencia de ADN capturada de la regién de sitio de secuencia marcada para obtener datos de
secuenciacion; y

analizar los datos de secuenciacién usando un procedimiento estadistico matematico, para obtener un resultado
que muestra una presencia o una ausencia de la microdelecién en la region de sitio de secuencia marcada del
cromosoma en cada una de la pluralidad de muestras de ADN.

2. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que la etapa de analisis de los datos de secuenciacién usando el
ensayo estadistico matematico comprende adicionalmente:

someter un valor de profundidad de secuenciacion de la regién de sitio de secuencia marcada a normalizacion,
para obtener un valor de profundidad de secuenciacién normalizado;

detectar un valor atipico del valor de profundidad de secuenciacion de la region de sitio de secuencia marcada
basandose en el valor de profundidad de secuenciacién normalizado usando el procedimiento estadistico
matematico, para obtener el resultado que muestra la presencia o la ausencia de la microdelecién en la region de
sitio de secuencia marcada del cromosoma en cada una de la pluralidad de muestras de ADN.

3. El procedimiento de la reivindicacion 2, en el que la etapa de someter el valor de profundidad de secuenciacion de
la region de sitio de secuencia marcada a normalizacién comprende adicionalmente:

dividir todos los valores de profundidad de secuenciacion de cada una de la pluralidad de muestras de ADN para una
misma regién por un valor de profundidad promedio de cada una de la pluralidad de muestras de ADN, para obtener
los valores de profundidad normalizados de la pluralidad de muestras de ADN para la misma region.

4. El procedimiento de la reivindicacién 2, en el que la etapa de detectar el valor atipico del valor de profundidad de
secuenciacion de la region de sitio de secuencia marcada comprende adicionalmente:

calcular un valor medio y una varianza basandose en todos los valores de profundidad de secuenciacion
normalizados de cada una de la pluralidad de muestras de ADN para una misma region;

obtener una curva de distribucion normal con todos los valores no atipicos para la misma region, basandose en
el valor medio calculado y varianza de todos los valores de profundidad normalizados de cada una de la
pluralidad de muestras de ADN para la misma region;

calcular una probabilidad para cada una de la pluralidad de muestras de ADN en cada region con un valor de
profundidad de secuenciacién especifico, basandose en la curva de distribucion normal;

determinar un primer valor de corte de probabilidad basandose en la probabilidad para cada una de la pluralidad
de muestras de ADN en una regién dada con el valor de profundidad de secuenciacion especifico;

obtener un resultado R1 que muestra la presencia de la microdelecion en la region dada, si la probabilidad de
una de la pluralidad de muestras de ADN en la regién dada con el valor de profundidad de secuenciacion
especifico es inferior al primer valor de corte de probabilidad,

en el que opcionalmente, después de la etapa de obtener el resultado R1, el procedimiento comprende
adicionalmente:

someter el resultado R1 a verificacidon experimental, para obtener un resultado de verificacion;

determinar un segundo valor de corte de probabilidad basandose en el resultado de verificacion, en el que el
segundo valor de corte de probabilidad es inferior al primer valor de corte de probabilidad; y

obtener un resultado R2 que muestra la presencia de la microdelecion en la regiéon dada, si la probabilidad de
una de la pluralidad de muestras de ADN en la regién dada con el valor de profundidad especifico es inferior
al segundo valor de corte de probabilidad.

5. El procedimiento de la reivindicacion 2, en el que la etapa de detectar el valor atipico del valor de profundidad de
secuenciacion de la region de sitio de secuencia marcada comprende adicionalmente:

calcular una primera relacion D/S entre el valor de profundidad normalizado de la pluralidad de muestras de ADN
de una regién dada y una mediana de todos los valores de profundidad de secuenciacion de cada una de la
pluralidad de muestras de ADN, basandose en el valor de profundidad normalizado de la region de sitio de
secuencia marcada de la pluralidad de muestras de ADN;

calcular una primera relacién D/R entre el valor de profundidad normalizado de la pluralidad de muestras de ADN
de la region dada y una mediana de los valores de profundidad de secuenciacion de todas las regiones,
basandose en el valor de profundidad normalizado de la region de sitio de secuencia marcada de la pluralidad de
muestras de ADN;

formar un primer valor de corte de relacién con la primera relacion D/S usando algoritmo ID3 y formar un
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segundo valor de corte de relacion con la primera relacion D/R usando algoritmo ID3,

obtener el resultado que muestra la ausencia de la microdelecion en la region dada de la pluralidad de muestras
de ADN, si la primera relacion D/S es superior al primer valor de corte de relacion;

obtener el resultado que muestra la ausencia de la microdelecion en la region dada de la pluralidad de muestras
de ADN, si la primera relacién D/S es inferior al primer valor de corte de relacion y la primera relacion D/R es
superior al segundo valor de corte de relacion;

obtener el resultado que muestra la presencia de la microdelecion en la regiéon dada de la pluralidad de muestras
de ADN, si la primera relacién D/S es inferior al primer valor de corte de relacion y la primera relacion D/R es
inferior al segundo valor de corte de relacion.

6. El procedimiento de la reivindicacion 2, en el que la etapa de detectar el valor atipico del valor de profundidad de
secuenciacion de la region de sitio de secuencia marcada comprende adicionalmente:

calcular un valor medio y una varianza basandose en todos los valores de profundidad normalizados de cada una
de la pluralidad de muestras de ADN para una misma region;

obtener una curva de distribuciéon normal con todos los valores no atipicos para la misma region, basandose en
el valor medio calculado y varianza de todos los valores de profundidad normalizados de cada una de la
pluralidad de muestras de ADN para la misma region;

calcular una probabilidad para cada una de la pluralidad de muestras de ADN en cada regién con un valor de
profundidad de secuenciacién especifico, basandose en la curva de distribucion normal;

determinar un tercer valor de corte de probabilidad basandose en la probabilidad para cada una de la pluralidad
de muestras de ADN en una region dada con el valor de profundidad de secuenciacion especifico;

obtener un resultado R3 que muestra la presencia de la microdelecion en la region dada, si la probabilidad de
una de la pluralidad de muestras de ADN en la regién dada con el valor de profundidad de secuenciacion
especifico es inferior al tercer valor de corte de probabilidad;

calcular una segunda relacion D/S entre el valor de profundidad normalizado de la pluralidad de muestras de
ADN de la region dada y una mediana de todos los valores de profundidad de secuenciacién de cada una de la
pluralidad de muestras de ADN en el resultado R3;

calcular una segunda relaciéon D/R entre el valor de profundidad normalizado de la pluralidad de muestras de
ADN de la region dada y una mediana de los valores de profundidad de secuenciacion de todas las regiones en
el resultado R3;

formar un tercer valor de corte de relacion con la segunda relacion D/S usando algoritmo ID3 y formar un cuarto
valor de corte de relacion con la segunda relacion D/R usando algoritmo 1D3;

obtener el resultado que muestra la ausencia de la microdelecion en la region dada de la pluralidad de muestras
de ADN, si la segunda relacién D/S es superior al tercer valor de corte de relacion;

obtener el resultado que muestra la ausencia de la microdelecion en la region dada de la pluralidad de muestras
de ADN, si la segunda relacién D/S es inferior al tercer valor de corte de relacion y la segunda relacion D/R es
superior al cuarto valor de corte de relacion;

obtener el resultado que muestra la presencia de la microdelecion en la regién dada de la pluralidad de muestras
de ADN, si la segunda relacion D/S es inferior al tercer valor de corte de relacion y la segunda relaciéon D/R en el
resultado R3 es inferior al cuarto valor de corte de relacion.

7. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que después de la etapa de secuenciacion de la secuenciacion del
ADN capturado y antes de la etapa de andlisis de los datos de secuenciacion, el procedimiento comprende
adicionalmente:

someter los datos de secuenciacion a un control de calidad,
en el que opcionalmente, la etapa de someter de los datos de secuenciacién a control de calidad comprende
adicionalmente:

filtrar los primeros datos no cualificados en los datos de secuenciacion, para obtener primeros datos de
secuenciacion cualificados;

alinear la primera secuenciacion cualificada a una secuencia de genoma de referencia mediante software de
alineacion de secuencia corta y calcular un primer parametro de correlacion del valor de profundidad de
secuenciacion de cada una de la pluralidad de muestras de ADN y un segundo parametro de correlacion del
valor de profundidad de secuenciacion para una region de sitio de secuencia marcada entre la pluralidad de
muestras de ADN;

filtrar segundos datos de secuenciacion no cualificados basandose en el primer parametro de correlacion
calculado, para obtener segundos datos de secuenciacion cualificados;

filtrar terceros datos de secuenciacion no cualificados basandose en el segundo parametro de correlacion
calculado, para obtener terceros datos de secuenciacion cualificados de la region de sitio de secuencia
marcada dada,

en el que opcionalmente, la etapa de filtrado de los segundos datos de secuenciacién no cualificados comprende
adicionalmente:
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obtener un cuartil inferior Q1, un cuartil superior Q3 y un intercuartii IQR mediante funcién cuartil y
clasificando todos los valores de profundidad de secuenciacién de la pluralidad de muestras de ADN en los
primeros datos de secuenciacién cualificados en un orden ascendente;

filtrando datos de secuenciacién no cualificados de los cuales tiene un valor de profundidad de secuenciacion
mas alla de un intervalo de Q1-1,5IQR a Q3+1,51QR, para obtener los segundos datos de secuenciacion
cualificados,

en el que opcionalmente, la etapa de filtrado de los terceros datos de secuenciacion no cualificados comprende
adicionalmente:

obtener un cuartil inferior Q1, un cuartil superior Q3 y un intercuartii IQR mediante funcién cuartil y
clasificando todos los valores de profundidad de secuenciacion de la region dada entre distintas muestras de
ADN en los segundos datos de secuenciacion cualificados en un orden ascendente;

filtrar datos de secuenciacién no cualificados de los cuales una mediana de los valores de profundidad de
secuenciacion de la regidon dada entre las distintas muestras de ADN es cero o superior a Q3+1,5IQR, para
obtener los terceros datos de secuenciacion cualificados.

8. Un medio legible por ordenador que comprende instrucciones configuradas para realizar el procedimiento de
acuerdo con una cualquiera una de las reivindicaciones 1 a 7 mediante un procesador.
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Obtener una sonda de captura que se corresponde con la secuencia
de ADN de la region de sitio de secuencia marcada

]

Hibridar la sonda de captura con una biblioteca de mezcla de una pluralidad de muestras de ADN,
para capturar la secuencia de ADN de la region de sitio de secuencia marcada
a partir de la pluralidad de muestras de ADN

L]

Secuenciar la secuencia de ADN capturada de la region de sitio de secuencia marcada

para obtener datos de secuenciacién B

L]

Analizar los datos de secuenciacion usando un procedimiento estadistico matematico, para obtener
un resultado que muestra una presencia o una ausencia de la microdelecion en la regién de sitio

de secuencia marcada del cromosoma en cada una de la pluralidad de muestras de ADN —

Fig.1

Encontrar la secuencia de ADN de la regién de sitio de secuencia ‘?01
marcada dentro de una base de datos gendmica T

Seleccionar una secuencia de ADN cualificada de la region de sitio 202

de secuencia marcada que cumple el requisito
para designar la sonda de captura

L]

Designar y sintetizar la sonda de captura basandose 203
en la secuencia de ADN cualificada o=
Fig.2

Construir una pluralidad de bibliotecas de ADN para una pluralidad de muestras de ADN Unicas, 301
en la que cada una de la pluralidad de bibliotecas de ADN tiene un adaptador distinto respectivamente

Mezclar la pluralidad de bibliotecas de ADN con una relacién predeterminada 1\_‘302
Determinar la mezcla resultante como la biblioteca de mezcla, 303
si la mezcla resultante cumple un requisito de control de calidad ~

Fig.3
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Romper un genoma de ADN en fragmentos de ADN que tienen un tamafio predeterminado 4.01

mediante procedimiento fisico o quimico, para obtener fragmentos de ADN [
Someter los fragmentos de ADN a reparacion de extremo, 402

para obtener fragmentos de ADN con extrema reparado con un extremo fosforilado —
Afadir una base "A" a los fragmentos de ADN con extremo reparado en el extremo 3' 403

para obtener fragmentos de ADN con la base "A" en el extremo 3' —

Y

Ligar un adaptador de indice a los fragmentos de ADN con la base "A" en el extremo 3', para 404

obtener fragmentos de ADN ligados con el adaptador de indice ~—
Amplificar los fragmentos de ADN ligados con el adaptador de indice usando 405
un cebador que comprende una secuencia especifica al adaptador de indice, -
para obtener un producto de amplificacion -
Determinar el producto de amplificacién como la biblioteca de ADN, 406
si el producto de amplificacién cumple el requisito de control de calidad .

Fig.4

Filtrar los primeros datos no cualificados en los datos de secuenciacién,
para obtener primeros datos de secuenciacion cualificados

y

Alinear la primera secuenciacién cualificada a una secuencia de genoma de referencia mediante software de alineacién de

secuencia corta y calcular un primer parametro de correlacion del valor de profundidad de secuenciacién de cada una de la|

pluralidad de muestras de ADN y un segundo parametro de correlacion del valor de profundidad de secuenciacidn
para una regién de sitio de secuencia marcada entre la pluralidad de muestras de ADN

Y

Filtrar segundos datos de secuenciacion no cualificados basandose en el primer parametro
de correlacion calculado, para obtener segundos datos de secuenciacion cualificados

L]

Filtrar terceros datos de secuenciacion no cualificados basandose en el segundo parametro de correlacion calculado,
para obtener terceros datos de secuenciacion cualificados de la region de sitio de secuencia marcada dada

Fig.5
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Obtener un primer conjunto de datos de secuenciacion filtrando datos no cualificados que contiene
mas de una proporcién predeterminada de bases que tienen una baja calidad de los datos de secuenciacién

601

L]

Obtener un segundo conjunto de datos de secuenciacion filtrando datos no cualificados que contiene mas del 10 %
de bases no determinadas a partir del primer conjunto de datos de secuenciacion

602

y

Obtener un tercer conjunto de datos de secuenciacién filtrando datos no cualificados que contiene una secuencia de adaptador
de secuenciacidn a partir del segundo conjunto de datos de secuenciacién después de haber sido alineado a una biblicteca
de secuencias de adaptador de secuenciacion

603

Obtener los primeros datos de secuenciacion cualificados filtrando datos no cualificados de los cuales contiene una secuencia
exdgena a partir del tercer conjunto de datos de secuenciacion después de haber sido alienados con todas las secuencias
exoaenas introducidas

604

e

Fig.6

Obtener un cuartil inferior Q1, un cuartil superior Q3 y un intercuartil IQR mediante funcién cuartil y clasificando
todos los valores de profundidad de secuenciacion de la regién dada entre distintas muestras de ADN
en los segundos datos de secuenciacion cualificados en un orden ascendente

701

L]

Filtrar datos de secuenciacion no cualificados de los cuales tiene un valor de profundidad de secuenciacion mas alla
de un intervalo de Q1-1.5I1QR a Q3+1.5IQR, para obtener los segundos datos de secuenciacion cualificados

701

Fig.7
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Obtener un cuartil inferior Q1, un cuartil superior Q3 y un intercuartil IQR mediante funcion cuartil
y clasificando todos los valores de profundidad de secuenciacion de la region dada entre distintas
muestras de ADN en los segundos datos de secuenciacion cualificados en un orden ascendente

L]

Filtrar datos de secuenciacion no cualificados de los cuales una media de los valores de profundidad
de secuenciacion de la region dada entre las distintas muestras de ADN es cero o superior a Q3+

1.51QR, para obtener los terceros datos de secuenciacion cualificados

Frecuencia de region en la misma profundidad

Fig.10
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Distribucion de profundidad de distintas muestras de ADN
para una misma regién

Fig.11
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. o — ” . — 1201
Someter un valor de profundidad de secuenciacion de la regién de sitio de secuencia marcada a normalizacion, )
para obtener un valor de profundidad de secuenciacion normalizado —"

Y

Detectar un valor atipico del valor de profundidad de secuenciacién de la region de sitio de secuencia marcada 1202
basandose en el valor de profundidad de secuenciacién normalizado usando el procedimiento estadistico matematico,
obtener el resultado que muestra la presencia o la ausencia de la microdelecién en la region de sitio —
de secuencia marcada del cromosoma en cada una de la pluralidad de muestras de ADN

Fig.12

Calcular un valor medio y una varianza basandose en todos los valores de profundidad normalizados
de cada una de la pluralidad de muestras de ADN para una misma region, y obtener una curva de distribucion 1301
normal con todos los valores atipicos para la misma regién, basandose en el valor medio calculado y o
varianza de todos los valores de profundidad normalizados de cada una de la pluralidad de muestras de ADN
para la misma region

Y

Calcular una probabilidad para cada una de la pluralidad de muestras de ADN en cada regién con un valor de _1 302
profundidad de secuenciacion especifico, basandose en la curva de distribucion normal B

Y

Determinar un primer valor de corte de probabilidad basandose en la probabilidad para cada una de la ,1 303
pluralidad de muestra de ADN en una region dada con el valor de profundidad de secuenciacién especifico .

L]

Obtener un resultado R1 que muestra la presencia de la microdelecién en la regién dada, si la probabilidad de 1304
una de la pluralidad de muestras de ADN en la region dada con el valor de profundidad de secuenciacion -
especifico es inferior al primer valor de corte de probabilidad

|

Fig.13
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someter el resultado R1 a verificacién experimental para obtener un resultado de verificacion,

determinar un segundo valor de corte de probabilidad basandose en el resultado de verificacion,
en el que el segundo valor de corte de probabilidad es
inferior al primer valor de corte de probabilidad

1401

L

Obtener un resultado R2 que muestra la presencia de la microdelecion en la regién dada, si la probabilidad
de una de la pluralidad de muestras de ADN en la region dada con el valor de profundidad especifico
es inferior al segundo valor de corte de probabilidad

1402

Fig.14

Calcular una primera relacién D/S entre el valor de profundidad normalizador de la pluralidad
de muestras de ADN de una region dada y una media de todos los valores de profundidad
de secuenciacion de cada una de la pluralidad de muestras de ADN, basandose en el valor

de profundidad normalizado de la regién de sitio de secuencia marcada de la pluralidad
de muestras de ADN

Y

Calcular una primera relacién D/R entre el valor de profundidad normalizador de la pluralidad
de muestras de ADN de la regidn dada y una media de todos los valores de profundidad

1501

1502

de secuenciacion de todas las regiones, basandose en el valor de profundidad normalizado L

de la region de sitio de secuencia marcada de la pluralidad de muestras de ADN

Y

Formar un primer valor de corte de relacion con la primera relacién D/S usando algoritmo 1D3

y formar un segundo valor de corte de relacién con la primera relacion D/R usando algoritmo ID3 |

T

L]

Obtener el resultado que muestra la ausencia de la microdelecién en la regién dada de la pluralidad |~

de muestras de ADN, si la primera relacién D/S es superior al primer valor de corte de relacién

Y

Obtener el resultado que muestra la ausencia de la microdelecidn en la regién dada de la pluralidad
de muestras de ADN, si la primera relaciéon D/S es inferior al primer valor de corte de relacién
y la primera relacién D/R es superior al segundo valor de corte de relacién

L]

Obtener el resultado que muestra la presencia de la microdelecién en la regidn dada de la pluralidad
de muestras de ADN, si la primera relacién D/S es inferior al primer valor de corte de relacién
y la primera relacién D/R es inferior al segundo valor de corte de relacion

Fig.15
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Fig.16
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Fig.17
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profundidad/muestra
de profundidades de regién

<0,1775 >0.1775
profundidad/mediana profundidad/mediana
de profundidades de regién de profundidades de region
<0,5 >Ox >0,574
C D O
presencia de microdelecién ausencia de microdelecion ausencia de microdelecion
Fig.18
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Calcular un valor medio y una varianza basandose en todos los valores de profundidad normalizados
de cada una de la pluralidad de muestras de ADN para una misma region

L]

Obtener una curva de distribucion normal con todos los no valores atipicos para la misma region, basandose
en el valor medio calculado y varianza de todos los valores de profundidad normalizados
de cada una de la pluralidad de muestras de ADN para la misma region

L]

Calcular una probabilidad para cada una de la pluralidad de muestras de ADN en cada regién con un valor
de profundidad de secuenciacién especifico, basandose en la curva de distribucién normal

Y

Determinar un tercer valor de corte de probabilidad basandose en la probabilidad para cada una de la pluralidad
de muestra de ADN en una regién dada con el valor de profundidad de secuenciacién especifico y obtener
un resultado R3 que muestra la presencia de la microdelecion en la regién dada, si la probabilidad de una
de la pluralidad de muestras de ADN en la region dada con el valor de profundidad de secuenciacién especifico
es inferior al tercer valor de corte de probabilidad

Y

Calcular una segunda relacion D/S entre el valor de profundidad normalizador de la pluralidad de muestras de ADN
de la regién dada y una media de todos los valores de profundidad de secuenciacion de cada una de la pluralidad
de muestras de ADN en el resultado R3

Y

Calcular una segunda relacién D/R entre el valor de profundidad normalizador de la pluralidad de muestras de ADN
de la regién dada y una media de todos los valores de profundidad de secuenciacion
de todas las regiones en el resultado R3

Y

Formar un tercer valor de corte de relacion con la segunda relaciéon D/S usando algoritmo ID3
y formar un cuarto valor de corte de relacion con la segunda relacion D/R usando algoritmo ID3

Y

Obtener el resultado que muestra la ausencia de la microdelecion en la regién dada de la pluralidad
de muestras de ADN, sila segundra relacién D/S es superior al tercer valor de corte de relacion

y

Obtener el resultado que muestra la ausencia de la microdelecién en la regidn dada de la pluralidad de muestras
de ADN, si la segunda relacién D/S es inferior al tercer valor de corte de relacién y la segunda relacién D/R
es superior al cuarto valor de corte de relacién

Y

Obtener el resultado que muestra la presencia de la microdelecidn en la regién dada de la pluralidad de muestras
de ADN, si la segunda relacién D/S es inferior al tercer valor de corte de relacion y la segunda relacién D/R
en el resultado R3 es inferior al cuarto valor de corte de relacion

Fig.19
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