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DESCRIPCION
Un método para deteccion prenatal no-invasiva de aneuploidia cromos6mica fetal de sangre materna

Campo de la invencién

La invencion se refiere al campo de la imagen y diagnéstico prenatal no invasivo. La invencion facilita un método
para la deteccion de la presencia o ausencia de aneuploidias, concretamente trisomia del cromosoma 21, 18 y 13,
en fetos desde la muestra de sangre tomada de la madre en una etapa temprana del embarazo.

Antecedentes

Hoy en dia, las pruebas prenatales son una parte integrante de la practica obstétrica. El principal objetivo de las
pruebas prenatales es la imagen de aneuploidias fetales, tales como la trisomia del cromosoma 21 (T21, sindrome
de Down), trisomia 18 (T18, sindrome Edwards), y trisomia 13 (T13, sindrome Patau). Aunque la mayor parte de los
fetos con aneuploidia concluyen en terminacion durante el desarrollo del feto, T21 tiene la tasa de supervivencia
mas alta, por lo tanto, la deteccion prenatal del T21 se considera la prueba genética prenatal mas importante con el
objetivo de la imagen y diagnéstico prenatal. Hay disponibles pruebas prenatales invasivas fiables, sin embargo,
debido al riesgo de su naturaleza, se llevan a cabo en la actualidad s6lo en embarazos de alto riesgo. Desarrollar un
método fiable para pruebas prenatales no invasivas (PPNI) para aneuploidias fetales, en concreto trisomias, parece
ser un reto reciente de la mayor importancia en el cuidado prenatal.

Desde el punto de vista médico, también otras trisomias, por ejemplo, la trisomia del cromosoma 8, 9, 16 o0 22
podrian ser interesantes. Asimismo, pruebas prenatales para monosomias fetales, por ejemplo, monosomia del
cromosoma X (sindrome Turner), podria ser importante.

El descubrimiento de ADN fetal libre de células circulante (cffDNA) en sangre materna (Lo et al., 1997) ha ofrecido la
posibilidad de desarrollar procesos no invasivos que usen acidos nucleicos fetales desde una muestra de sangre
periférica materna para determinar anomalias cromosomicas fetales. CffDNA constituye aproximadamente menos
del 10% del ADN libre de células circulante total (cfDNA) en el plasma materno, sin embargo, se ha descubierto
recientemente que el genoma fetal completo, bajo la forma de cffDNA, esté presente en la sangre materna y por lo
tanto es material muy prometedor para PPNI.

Varios documentos (Chiu et al., 2008, Fan at al., 2008, Chiu et al., 2011, Sehnert et al., 2011, Lau et al., 2101 y
Bianchi et al., 2012, EP 2183693, EP 2366031, US 8296076) divulgaron los métodos en los que la secuenciacion de
ADN en sangre materna es utilizada para obtener informacion sobre la dosis cromosdmica anémala en el feto.
Todos los métodos previamente mencionados utilizan andlisis del cfDNA total en plasma materno sin la necesidad
de aislar ADN especifico fetal, cffDNA. Estos métodos se basan en la deteccion de la copia extra de cromosoma
para distinguir casos normales de casos de trisomia. En el caso de un feto con trisomia, el nimero de copias de
cromosoma trisémico en la sangre materna es ligeramente superior en comparacion con otros cromosomas. Un
enfoque similar puede utilizarse para la deteccibn de las monosomias, en las que el nimero de copias de
cromosoma monosomico es inferior. La aparicion de secuenciacion de ADN paralelo en masa (SPM) permitié la
secuenciacion de enormes cantidades de moléculas de ADN y por lo tanto la secuenciacion de la siguiente
generacion de ADN (SGS) ha sido recientemente utilizada para detectar aneuploidia fetal no invasiva de la sangre
materna.

Normalmente, la deteccion de trisomia fetal usando SGS se realiza a través del siguiente proceso. Primero, una
pequefia region al final de cada molécula de ADN de plasma materno es secuenciada y las lecturas de secuencia
obtenidas se trazan frente a la referencia de genoma humano para determinar el origen cromosémico de cada
secuencia. Después, la cantidad de indicadores (i.e. lecturas trazadas) del cromosoma de interés (p. ej. cromosoma
21) es comparada con algun tipo de referencia cromosémica (i.e. con la cantidad de indicadores de cromosoma
particular o grupo seleccionado de cromosomas) normalmente por medio de un ratio de dichos valores y el ratio
resultante es comparado entre el ejemplo examinado y las muestras de control euploides.

EP 2183693 (Lo, Y.M., D. et al., atribuido a la Chinese University de Hong Kong, HK) divulgd un método en el que
cantidades correspondientes de un cromosoma clinicamente relevante y de cromosoma origen se determinan desde
resultados de SPM y desde la representacion de porcentaje calculado de secuencias trazadas al cromosoma 21. Se
descubrid que una representacion de porcentaje similar es significativamente méas alta en una muestra de mujer
embarazada portando un feto con una trisomia 21 comparada con una mujer con un feto normal. No se determiné
ningun nivel z como un valor decisivo en este método.

US 8296076 (Fan, Ch. H.M. and Quake, S.R. atribuido al Consejo de Administracion de Leland Stanford Junior
University, US) divulgé un método de diagnoéstico de aneuploidia fetal basado en la secuenciacion. Al contar el
namero de indicadores trazados a una ventana predefinida en cada cromosoma, la excesiva o escasa
representacion de cualquier cromosoma en plasma materno del ADN en el que ha contribuido un feto aneuploide
puede ser detectada.
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Los métodos de Chiu et al., 2008, Chiu et al., 2011, Sehnert et al., 2011, Lau et al., 2012 se basan en la completa
secuenciacion del genoma utilizando SPM y determinacién del nivel z. Aunque el nivel z esta ampliamente aceptado
como el parametro estandar usado para la detecciéon de muestras aneuploides, hay diferencias en su determinacion.
Chiu et al., 2011 divulgaron un enfoque usando indicadores trazados a todos los cromosomas utilizados como
referencia para determinacion del nivel z, Lau et al., 2012 divulgaron un enfoque usando indicadores trazados a
algun cromosoma especifico, p.ej. 14 como referencia para T21, y Sehnert et al., 2011 eligié el cromosoma 9 para
que fuera la referencia interna éptima para el cromosoma 21.

Normalmente, hay tres etapas principales de la determinacion de aneuploidia del feto de una muestra de sangre,
plasma o suero materno: 1) preparacion de muestra de ADN vy libreria de ADN, 2) secuenciacion, y 3) andlisis de la
informacién de la secuencia. La secuenciacion realizd progresos destacados en los Ultimos afios, sin embargo, en la
primera y tercera etapa hay un espacio para mejorar que podria tener bajo coste y gran impacto en la calidad de la
prueba.

Hay varios enfoques sobre como mejorar la primera etapa, tal y como aparece por ejemplo en EP 2366031 (Raba,
R.P. et al., atribuido a Verinata Health, Inc., US). El documento divulgé un método para imagen y diagndstico
prenatal de aneuploidia cromosdmica fetal sobre la base de SGN comprendiendo un protocolo novedoso para la
preparacién de libreria de secuenciacion desde una muestra materna. El nuevo enfoque a la hora de preparar
librerias de secuenciacion incluye los pasos consecutivos de fin-de-reparacion, poliadenilacion y adaptador ligando
dichos &cidos nucleicos, y donde dichos pasos consecutivos excluyen purificar los productos finalmente reparados
antes del paso poliadenilacion y excluye purificar los productos de poliadenilacion antes del paso ligar-adaptador. El
método permite determinar una copia de variaciones de nimeros (CVN) de cualquier secuencia de interés. Ningun
nivel z fue determinado como un valor decisivo en este método.

Otra mejora fue divulgada en WO 2011/051283 (Benz, M. et al., atribuido a Lifecodexx, AG, DE). El método para
diagnostico no invasivo de aneuploidia cromosomica presentada en este documento es mejorado por el
enriquecimiento y cuantificacion de secuencias seleccionadas cfDNA en una muestra de sangre materna.

A pesar de la existencia de varios métodos para la deteccion no invasiva de aneuploidia fetal ain se necesita un
método mejorado o método alternativo que seria al menos tan sensible y especifico como los presentes métodos.

Descripcion de la invencién

La presente invencién ofrece un método alternativo y fiable aplicable a la practica de imagen prenatal no invasiva
para aneuploidias, tales como trisomias 0 monosomias, preferiblemente para trisomia de cromosoma 13, 18 o 21. El
presente método se ha mejorado comparado con los anteriores procedimientos especialmente en la parte del
procesamiento de los datos de secuenciacion. Debido al nuevo e ingenioso enfoque este método ofrece un método
alternativo nivel-z, que permite una mejor distincion entre muestras euploides y aneuploides, por. ej. mejora la
fiabilidad de la prueba. Ademas, el método necesita una cantidad relativamente baja de datos de secuenciacion y
por lo tanto tal método es relativamente barato y seria asequible incluso para pequefias instituciones de atencién a
la salud.

La siguiente descripcion explicara las principales caracteristicas del método de la presente invencion; sin embargo,
no implica que la invencion deba incluir todas las caracteristicas y aspectos descritos en el mismo. El alcance de la
proteccion sera definido por las reclamaciones de la patente adjuntas a esta descripcion. La persona especializada
obtendra una comprension plena de la presente invencion desde la siguiente descripcién junto con los ejemplos,
donde algunas caracteristicas especificas seran explicadas en mayor detalle, y con graficos adjuntos.

Los términos técnicos y cientificos utilizados aqui tienen el mismo significado comprendido de forma comun por las
personas especializadas en el tema de la medicina, biologia molecular, genética, bioinformatica y diagnostico
prenatal, salvo que se especifique lo contrario en el presente documento.

Resumen del método de acuerdo con la presente invencién

La presente invencion se refiere al método de determinacion de aneuploidia del feto desde una muestra de sangre
materna incluyendo una mezcla de moléculas de acido nucleico maternales, donde la mezcla de moléculas de acido
nucleico maternales y fetales sean moléculas de ADN libres de células, tal y como se define en el punto 1. Dicho
método comprende cuatro etapas principales: 1) tratamiento de muestras de sangre materna, 2) preparacion de
muestra de ADN vy libreria de ADN, 3) secuenciacion, y 4) procesamiento de la informacion de secuencia para
obtener un valor con el objetivo de tener un alcance predictivo. La parte esencial del método es la preparacion y
procesamiento de la informacién de formacion, i.e. procesamiento del establecimiento de muestras euploides que
son procesadas de la misma forma que las muestras de las pruebas. El resultado del procesamiento de las muestras
de formacion sirve como un dato de referencia en el paso 4) mencionado previamente. El término muestra de sangre
se usa con amplio significado y comprende sangre, asi como también muestra de plasma o suero.

El método de acuerdo con la presente invencion puede ser aplicado a cualquier aneuploidia, tales como monosomia
0 trisomia, por ejemplo, aneuploidia de cromosomas 8, 9, 13, 16, 18, 21, 22 y X, en concreto trisomia de
cromosomas 13, 18 y 21.
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La principal mejora y ventaja de este método radica en el paso del procesamiento y andlisis de los datos de
secuencia. La determinacién del valor (nivel-z) que es decisivo para el método (comparando este valor concreto con
un valor limite preestablecido permite determinar la presencia de aneuploidia, como trisomia 0 monosomia) se
realiza basandose en un modelo de distribuciéon multinomial de indicadores a cromosomas o depésitos de genoma
humano. Tal y como se demuestra en los ejemplos, valores nivel-z de muestras trisémicas determinados por el
método de la presente invencion son significativamente mas altos que los valores determinados por cualquiera de
los anteriores procedimientos (para muestras T21 obtuvimos una diferencia media de valores nivel-Z -1.895, -1.595,
-2.485 al comparar Chiu et al., 2008, Sehnert et al., 2011, Lau et al., 2012, respectivamente, con nuestro método con
un valor-p de diferencia < 0.05 para toda muestra anterior de acuerdo con la prueba de comparaciones mdltiples de
Dunn), mientras que los valores de muestras normales (no trisémicas) son sustancialmente idénticas (respecto al
cromosoma 21 obtuvimos una diferencia media de nuestro método -0.15, -0.05, -0.21 para Chiu et al., 2008, Sehnert
et al., 2011, Lau et al., 2012, respectivamente), lo cual significa que la distancia de niveles z de muestras trisémicas
del valor limite aumenta para la presente invencion al compararse con los procedimientos anteriores mientras que la
distancia de las muestras euploides desde el valor limite se conserva basicamente. Como la distancia determina la
seguridad de nuestro diagnéstico (para muestras trisémicas, cuanto mas grandes mejor), la presente invencion
mejora la calidad de la prueba.

El punto de partida del presente método es procesar la muestra materna, que es sangre periférica, por lo tanto, el
método no es invasivo. La sangre periférica incluye ADN libre de células (cfDNA) que es una mezcla de ADN
materno y fetal (cffDNA). CffDNA es lo que importa; por lo tanto, ADN fetal puede enriquecerse (mediante la
seleccion del fragmento mas corto, ya sea in silico o seleccion fisica). Luego, la muestra de ADN (aun incluyendo
tanto el ADN materno como el fetal, i.e. es una muestra mixta) esta sujeta a la secuenciacion paralelamente masiva,
tal y como se realiza por el enfoque SGS, para obtener un enorme nimero de cortas lecturas de secuencia. Estas
lecturas sirven como indicadores, i.e. estan trazados a una regién o cromosoma genémico determinado. Con el
propésito de este método, el genoma humano al completo (24 cromosomas juntos representando ADN con mas de 3
x 10° bp) se divide en depédsitos 1 Mbp que no se superponen (i.e. aproximadamente 3 x 10° depdésitos), y el
presente método considera tanto a estos indicadores trazados a cromosomas como a estos depdsitos.
Posteriormente, hablando en claro, mediante el conteo del ndmero de indicadores trazados a los depdsitos
especificos de interés (p. ej. depdésitos asociados con cromosomas potencialmente triploides como el cromosoma
21), y mediante la comparacion de este nimero con el nimero de indicadores trazados a algin tipo de cromosoma
de referencia (o0 un grupo de cromosomas de referencia o sus partes, i.e. un grupo en particular de depositos de
referencia), la representacion irregular del cromosoma de interés o sus partes puede ser detectada.

La parte esencial del método es la preparacion y procesamiento de las muestras de formacién, i.e. procesamiento
del grupo de muestras euploides que son procesadas de la misma forma como muestras de prueba. El grupo de
datos de capacitacion sirve como base para la seleccién de los cromosomas de referencia o sus partes. La seleccion
de una referencia adecuada, asi como un grupo de capacitacion suficientemente aleatorio es de la mayor
importancia tal y como se deriva de nuestros propios experimentos, asi como de anteriores documentos de
procedimientos mencionados anteriormente. Por los tanto, nuestro enfoque incluye un método novedoso y mejorado
de seleccion de referencia interna, especificamente cromosomas de referencia interna y depositos de referencia
interna.

AuUn mas, el presente método incluye la determinacion del valor nivel z basado en un enfoque novedoso que no ha
sido utilizado hasta ahora. Brevemente, el nivel z se calcula desde el medio y la desviacién estandar determinado
sobre la base de la distribucion multinomial de indicadores a los depésitos. Finalmente, la comparacion del nivel z
con el valor limite prefijado (p. ej. 3) es indicativo de si la aneuploidia existe o no.

El presente enfoque multinomial es, en principio, un método alternativo nivel z; sin embargo, esta basado en los
datos significativamente mas generales que los anteriores métodos de procedimiento. Mas en concreto, la primera
parte de la mejora del presente método radica en una seleccion méas natural de grupo de cromosomas de referencia.
No so6lo tenemos en cuenta para la referencia interna cualquier combinacién de cromosomas (excluyendo
combinaciones de cromosomas 13, 18 y 21 debido a la trisomia potencial), también permitimos que sélo haya partes
para los cromosomas, i.e., depdsitos (con 1 Mbp resolucion). De esta manera podemos caracterizar mejor la
poblacién euploide y por lo tanto encontrar mas facilmente desviaciones, i.e. muestras aneuploides. Por lo tanto, el
primer beneficio de nuestro enfoque radica en que la referencia interna puede ser cualquier grupo de cromosomas o
partes de los cromosomas con la resolucion de depésitos 1 Mbp (en lugar de un cromosoma especifico o todos los
autosomas como en anteriores métodos de procedimientos). El otro beneficio del presente método es que nuestro
enfoque multinomial esta basado en modelado matematicamente légico y complejo de la distribucion de indicadores
a los depésitos y el ratio consecutivo del aneuploide, p. €j. trisomico, cromosoma a los depositos de referencia
interna. El enfoque multinomial lleva a nivel z significativamente mas alto para muestras trisomicas al compararlo
con métodos de procedimientos anteriores, mientras no se mantiene ningin cambio sustancial en los niveles z de
muestras euploides. Por lo tanto, la fiabilidad de la prueba se ha mejorado. Ademas, el presente método permite la
estimacion de fraccién fetal junto con el error de esta estimacién. Mientras la estimacion de la fraccién fetal se
present6 ante Rava et al., 2014, Hudecova et al., 2014, y Yu et al., 2014, ningun error de esta estimacion ha sido
presentado hasta ahora. Aun mas, el presente método permite la estimacion del nimero minimo de indicadores
trazados con los que un aneuploide, p. ej. muestra trisémica con determinada fraccién fetal se espera mostrar un
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nivel z al menos algin valor predeterminado (p. €j. valor limite). Esta informacién puede ser (til para decidir casos
con baja fraccién fetal y valor cercano al limite del nivel z.

Hay un requisito practico para automatizar los métodos de las pruebas prenatales o diagndsticos. El método de la
presente invencion puede automatizarse en gran medida. Al menos la parte bioinformatica del método (i.e.
procesamiento de los datos de secuenciacién y todas las determinaciones subsiguientes y calculos) pueden llevarse
a cabo utilizando cualquier sistema de ordenador adecuado, como por ejemplo PC equipado con un procesador,
instrumentos de entrada/salida periféricos (p. ej. puertos, interfaces), memorias (p. €j. memoria de sistema, disco
duro), teclado, monitor, ratdn, etc. Preferiblemente el sistema de ordenador puede estar en comunicacién con los
datos con el sistema de secuenciacion facilitando los datos de secuencia, preferiblemente bajo la forma de pluralidad
de lecturas de secuencia (por cable o red inalambrica, bluetooth, internet, nube, etc.). Significa que el sistema de
ordenador estd configurado para recibir datos de secuencia del sistema de secuenciacion. Los sistemas de
ordenador adecuados, asi como los medios para la conexion con sistema de secuenciacion son bien conocidos por
las personas especializadas en la materia.

Al menos parte del método, especificamente la parte bioinformatica del método, puede implementarse como un
cédigo software, i.e. una pluralidad de instrucciones (programa de ordenador) para ser ejecutada por un procesador
de un sistema de ordenador. El cédigo puede incluirse en el medio legible para el ordenador para almacenaje o
transmisién tales como por ejemplo RAM, ROM, disco duro, SDS, CD, DVD, memoria flash, etc. Aln més, el cédigo
puede transmitirse a través de cualquier red por cable, Optica, inalambrica, por ejemplo, a través de internet. Por
ejemplo, el programa de ordenador completo puede ser descargado por el usuario (cliente) a través de internet. Por
lo tanto, la presente invencion se refiere también a un producto de programa de ordenador que comprende un medio
legible para el ordenador incluyendo una pluralidad de instrucciones para controlar un sistema de ordenador para
realizar todos los pasos del método de la invencion siguiendo el paso (b) de realizar una secuenciacion aleatoria.

El programa de ordenador mencionado previamente puede ser preferiblemente introducido en ordenador del sistema
de secuenciacion.

El objeto de la presente invencion se define en los puntos 1-12 adjuntos.

Las caracteristicas y ventajas de la presente invencion las comprendera la persona especializada en el tema desde
la siguiente descripcion detallada, ejemplos y graficos.

Descripcion detallada del método
EL METODO

El método es un método nivel z basado en el modelo de distribucion multinomial de indicadores trazados a los
depositos. Observe que en esta seccidn escribimos, por ejemplo, mas sobre trisomia, especialmente del cromosoma
21, sin embargo, el método puede aplicarse a cualquier aneuploidia, monosomia u otra trisomia, en particular
trisomia del cromosoma 13 y 18, de manera similar.

Un prerrequisito del procesamiento de muestras de la prueba es la seleccion y procesamiento del grupo de
capacitacion adecuado (i.e. grupo de muestras de capacitacion) para elegir referencia interna adecuada para la
evaluacion de las muestras de la prueba. Normalmente, el grupo de capacitacién deberia incluir muestras femeninas
euploides, asi como muestras masculinas euploides y las muestras deben ser tratadas necesariamente de la misma
forma que en las muestras de la prueba.

MUESTRAS DE CAPACITACION

Se seleccionan muestras masculinas y femeninas para formar el grupo de capacitacion denominado Ty. Para cada
muestra del grupo de capacitacion se realizan los siguientes pasos:

1. Recoger y tratar muestras sanguineas.
2. Aislamiento del ADN.
3. Secuenciacion.

4. Para cada muestra del grupo de capacitacion aplicar los siguientes pasos de procesamiento de datos de
secuencia:

(a) Lecturas de secuencia se trazan al genoma humano de referencia desenmascarado (hgl9, Estructura Humana
Consorcio de Referencia del Genoma 37 (GRCh37), Feb. 2009, GenBank acceso al conjunto: GCA_000001405.1,
RefSeq acceso al conjunto: GCF_000001405.13) utilizando un algoritmo Bowtie2 (Langmead and Salzberg, 2012).

(b) Sdlo se retienen lecturas de secuencia que podrian trazarse a una unica ubicacién genémica con al menos una
disparidad.
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(c) Se realiza la correccion GC de acuerdo con Liao et al., 2014 (en nuestro caso sin la normalizacion interna).
(d) Opcional: Filtrar lecturas de acuerdo con su tamafio (p. ej. <150bp) (Minarik et al., 2015).

(e) El genoma de referencia hgl9 se divide en 1 Mbp posterior y depésitos que no se solapan con los indicadores
del ADN trazados distribuidos a depdsitos de acuerdo con su ubicacién de trazado.

La filtracion de tamafio en el paso 4d puede utilizarse para aumentar artificialmente la fraccion fetal y por este nivel z
de muestras trisémicas también. Sin embargo, esto es normalmente con el coste de disminuir el indicador total de la
muestra ya que los indicadores mas largos del umbral que se tiene en cuenta son desechados (para mayor detalle
véase Minarik et al., 2015).

AuUn mas, los depositos de referencia interna, denominados IRB, deben ser elegidos antes de la determinacion del
valor nivel z de la muestra de la prueba, y esto se realiza por medio de una eleccién de autosomas de referencia
interna, denominados IRA, utilizando un grupo de capacitacién T, y un algoritmo genético. Por lo tanto, el método
incluye los pasos:

5. Elegir los autosomas de referencia interna, IRA, utilizando el grupo de capacitacion Th.

(@) Cualquier combinacion de autosomas (excluyendo combinaciones de autosomas 13, 18 y 21 debido a la
potencial aneuploidia) se tienen en cuenta como una referencia interna potencial (junto con 524 287 combinaciones
candidatas).

(b) Para cada combinacion de referencia interna potencial el coeficiente de variacion (CV) se calcula (véase Calculo
de coeficiente de variacion de combinacion de autosomas de referencia interna candidata a continuacion).

(c) Las combinaciones de referencia interna candidatas de autosomas se piden de acuerdo con su valor CV en
orden creciente.

(d) Combinaciones de referencia interna cuyo valor CV sea menor o igual a 1.1 multiple del total del valor mas bajo
CV se eligen como IRA. Preferiblemente al menos cien (i.e. la primera centena) de estas combinaciones son
elegidas (éstas son las mejores combinaciones de autosomas internas en términos de valores VC).

6. Elegir depositos de referencia interna, IRB, por un algoritmo genético utilizando el grupo de capacitacion T (véase
Elegir depdsitos de referencia interna a continuacion).

Calculo de coeficiente de variacion de combinacion de autosomas de referencia interna candidata

Dejar que M = (mj)x22 Sea la matriz serie asociada con el grupo de capacnamon Th en el que k es el tamafio de Ty
mij soporta el nimero de indicadores trazados (y GC corregidos) al autosomaj para la muestra | " de Th, y deJar que
ir = {0, 1} sea una combinacion de referencia interna candidata (ir[i] = 1 cuando el autosoma i {1, 2, ..., 22}, se
eligio como referencia interna, de otro modo ir[i] = 0).

También, dejar que Mi designe la cola i" de la matriz M. El valor normalizado de la muestra ™ (i.e., cola i" de la
matriz M) esta definida como m;ixIM;-ir, donde x es el cromosoma aneuploide que queremos examinar. Designamos
el valor normalizado de la muestra i como vi. Dejar que Vir = (v1, v2, ..., vk). Entonces, el valor CV de la combinacion
de referencia interna candidata ir queda definida como:

stdev(V;,.)

CVip =100 - ————=
ir mean(V,)

(Eq. 1)

Elegir los depdsitos de referencia interna (algoritmo genético)

Dejar que M = (mj))k« S€@ UNa matriz asociada al conjunto de capacitacion Ty, en el que k es el tamafio de Tht es el
namero de dep03|tos 1Mbp que cubre el genoma g19, y m; soporta el nimero de indicadores trazados al depdsito jin
para la muestra in, de Th. También, dejar que M; designe la cola i de la matriz M. Una combinacién candidata de
depositos de referencia interna (IRB) es cualquier combinacién de las columnas de la matriz M excluyendo las
combinaciones que incluyen depésitos asociados con cromosomas 13, 18 y 21 (estos depdésitos no deberian estar
en el IRB seleccionado debido a la trisomia potenC|aI otras trisomias son muy extrafias). Dejar que ir = {0, 1}'
designe tal candidato IRB (ir[j] = 1 cuando el dep03|t01 ,je{l, 2, ..., t}, fue elegido para referencia interna, de otro
modo ir[j] = 0). Aun mas, dejar que el vector binario \»1 designe deposﬁos asociados con cromosoma 21 similarmente
a vector ir (de forma analoga para cromosomas 13 y 18 u otras aneupI0|d|as) Para cada candidato IRB calculamos
valor de depésito fraccional FB; para cada muestra en Ty, desde la cola i' " de la matriz M como
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M; - vy

M, ir

FB; = (Eq. 2)

en el que “ representa el producto punto. Dejar que Vi = (FB1, FBy, ..., FBk) soporte valores de depdsitos fraccionales
para todas las muestras en Th. Asignamos a cada candidato IRB coeficiente de rango de estudiante (SRC) que es
otorgado por

max( Vi) — min{V}.)
stdev{Viy)

SRCy = (Eq. 3)

El valor SRC describe la expansion de los valores FB del grupo de capacitacion. Ademas del valor SRC, también
asignamos a cada candidato IRB un valor CV que se calcula analogamente al proceso de Célculo de coeficiente de
variacion de la combinacion de autosomas de referencia interna candidata. Queremos encontrar tal IRB que tiene
valores SRC y CV tan peqoueﬁos como sea posible. Sin embargo, encontrar el grupo de todos los candidatos IRB
tiene aproximadamente 2%%% miembros por lo que no es posible calcular los valores SRC y CV de todos ellos. Por lo
tanto, para seleccionar un buen IRB utilizamos un algoritmo genético (algoritmos genéticos son bien conocidos por la
persona especializada en el tema) y utilizamos un programa DEAP tal y como ha publicado Fortin et al., 2012.
Concretamente, la poblacién inicial de candidatos IRB utilizada en el algoritmo genético consiste en dos grupos. El
primer grupo es una seleccion aleatoria de depdsitos de todos los autosomas, excluyendo los depositos de
autosomas 13, 18 y 21 debido a la potencial trisomia, mientras que el segundo grupo estd basado en los mejores
autosomas de referencia interna previamente determinados (IRA). De esta forma, ya hay buenos individuos en la
poblaciéon de IRBs candidatos (es decir, aquellos del grupo IRA), y el algoritmo genético sélo puede fomentar las
combinaciones previas de la seleccién IRA, por ejemplo, al seleccionar sélo algunos depdsitos de las combinaciones
IRA.

El algoritmo genético posiblemente no seleccionara el mejor IRB en términos de valores SRC y CV, pero el IRB
resultante ser4 mejor (a menudo considerablemente) que el IRA. Esto se debe a que el IRB permite que alli haya
sélo partes de cromosomas en la referencia al contrario que el total de cromosomas en el caso IRA.

Nos gustaria recalcar que el IRB seleccionado depende del cromosoma de interés seleccionado (p. ej. cromosoma
21), muestras en el grupo de capacitacion, asi como alguna probabilidad debida a la naturaleza de los algoritmos
genéticos. Por lo tanto, multiples turnos de esta parte del proceso resultaran probablemente en diferentes IRB. Por
esta razon es aconsejable repetir este proceso multiples veces (el nimero de veces soélo esta limitado por el tiempo
que queremos pasar en esta parte del proceso) y elegir el mejor IRB encontrado hasta entonces.

MUESTRA DE PRUEBA

La muestra de prueba se procesa exactamente de la misma forma que las muestras de capacitacion en los pasos 1
a 4 tal y como aparece descrito en detalle anteriormente. Ain mas, utilizando los depositos de referencia interna,
IRB, tal y como se determina anteriormente, se llevan a cabo los siguientes pasos:

5. Los indicadores trazados de la muestra de prueba se transforman en valor de depésito fraccional (FB) utilizando el
grupo IRB elegido (véase Elegir depdsitos de referencia interna)

FB = S21/Sirs (Eq. 4)

donde S; designa el nimero de indicadores de la muestra de prueba trazados a los depdsitos de cromosoma 21 (u
otro cromosoma de interés) y Sirs designa el nimero de indicadores de la muestra de prueba trazados a depdositos
IRB.

6. Se calcula el medio multinomial p(n) y desviacion estandar a(n) para la muestra de prueba (véase a continuacion
Célculo de medio multinomial y desviacién estandar)

7. La muestra de prueba es evaluada (véase a continuacién Evaluacion de la muestra de prueba)

Célculo de medio multinomial y desviacion estandar
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Primero observe que por el medio multinomial y desviaciéon estandar no queremos decir el medio y la desviacion
estandar de la distribucién multinomial. En su lugar, es el medio y desviacion estandar de una variable aleatoria
nueva derivada de la distribucién estandar que definimos en la seccién El modelo matematico a continuacion en esta
descripcion.

Dejar que IRB sea un grupo de depdésitos de referencia interna elegidos. Dejar que T, sea un grupo de muestras
euploides en cadena de tamafio k. Dejar que M = (mj)i« S€A UNa Matriz asociada al grupo en cadena Ty, donde k es
el tamafio de T t es el nimero de dep05|tos 1 Mbp que cubren el genoma humano hg19, y mj soporta el nimero de
|nd|cadores trazados al dep05|t01 para la muestra i’ " de Th. Dejar que m;, i {1, 2, ..., k}, designe la cantidad de la
fila i de la matriz M. Dejar que P = (pij)kx S€a matriz tal que pj = my/mi, i {1, 2, . k} j€ {1, 2, ..., t}, donde m; es un
elemento de la matriz M. AGn més, dejar que p;, j € {1, 2, ..., m}, designe el valor medio de la columna ji, de la matriz
P, y dejar que p = (p1, ..., pt}. Interpretamos el valor p;, j € {1, 2, ..., m}, como una probabilidad de que un fragmento
de ADN trazara en el depdsito ji. Observe que este vector es facilitado por el grupo de capacitacion T, y también
son solo los Unicos valores que nuestro método necesita para capacitar. Observamos que estos valores cambian
con diferente procesamiento de laboratorio de las muestras, por lo que las muestras de capacitacion de Ty y las
muestras de prueba necesitan ser preparadas de la misma forma. Dejar que Py, X ¢ {13, 18, 21} dependiendo de la
trlsomla que queremos estudiar, y Pirg serd la suma de probabilidades para depositos asociados con el cromosoma
X" e IRB, respectivamente. Definimos el medio multinomial p(n)y desviacion estandar multinomial a(n) como

Px o
un) =5 L (1-(1+Pmwp)™) X e{13,18,21}, (Eq. 5)
IRB
[
a(n) =/ ==+ —7, (Eq. 6)
donde
W__(Px )2(_1—, 1 \) -
" \Pire) \Px " P’ (Eq. 7)
; Px ( 1 ) 1 — Px — Prg
Wa = , Eq. 8
’ lﬁl”-t’f_? pf}‘i},“, IWI”;H ( q )

y n es el nimero total de los indicadores trazados (ahora incluyendo los indicadores de depositos asociados con
cromosomas 13, 18 y 21) de la muestra que queremos estudiar. Observe que la muestra de prueba con diferente n
tiene medio multinomial y desviacion estandar diferente. De esta forma la prueba esta personalizada para cada
muestra.

Evaluacion de los datos de prueba

Dejar que FB sea el valor de deposito fraccional de una muestra que queremos estudiar (véase Elegir los depdsitos
de referencia interna). Dejar que n sea el nimero total de los indicadores de ADN trazados (incluyendo indicadores
de depdsitos asociados con cromosomas 13, 18 y 21) para esta muestra. Dado un caso una trisomia que
deseariamos estudiar, calculamos el medio multinomial adecuado p(n) y desviacion estandar multinomial o(n)
(véase anteriormente Célculo de medio multinomial y desviacion estandar). Posteriormente, para nuestra muestra de
prueba calculamos su nivel z

_— FB-— ;i{?g} (Eq 9)
- o(n)

y si z es mas alto entonces que el valor prefijado, la muestra queda marcada por el presente método como trisémica
(normalmente para z > 3).
Fraccion fetal

Ademas, la fraccion fetal aproximada f de la muestra de prueba es facilitada por
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f ool B Pirg — Py (Eq. 10)

1

donde P21 y Pire son del Célculo de medio multinomial y desviacion estandar (de forma similar para otras trisomias)
y FB es valor de depésito fraccional de Elegir los depdsitos de referencia interna.

El error de la estimacién de fraccion fetal

Dejar que p = (p1, ..., pr) sea desde el Célculo de medio multinomial y desviacion estandar. Dejar Q(f) = (q_1 (f),
a_2(f), q_3(f), ..., 9_t(f)) donde

Bt

para depdsitos asociados con el cromosoma 21

a(f)=<"" 2521

i .
—%10 T para otros depdsitos (Eqg. 11)
L I+55n

donde S_21 es la suma de p_j asociada con el cromosoma 21. Los rangos i desde 1 a t, y f es una variable que
puede alternar de 0 a 1. Para otras trisomias la ecuacion es similar. Para monosomia la ecuaciéon cambia a

Bt

para depdsitos asociados con el cromosoma 21

a(f) = ¢ 1T

i .
—%10 T para otros depdsitos (Eq. 12)
L I+55n

Transformamos el vector Q(f) al vector Q'(f) = (Q_X, Q_IRB, 1 — Q_X — Q_IRB) donde Q_X es la suma de los
valores q_i(f) asociados con el cromosoma 21 u otro cromosoma aneuploide, y Q_IRB es la suma de los valores
g_i(f) asociados con los depositos IRB. Observe que hasta que definamos el valor de f, los vectores Q(f) y Q'(f) son
simbolicos. Utilizando los valores Q_X y Q_IRB en lugar de P_X y P_IRB, definimos los valores p(n ,f) en lugar de
K(n) porque aun no fijamos el valor de f.

Dejar que FB sea el valor de depésito fraccional de una muestra con la que estamos trabajando actualmente (Véase
Elegir los depdsitos de referencia interna). Al resolver la ecuacién

FB - u(n .f) = 2* a(n,f) (Eq. 13)

para f (recuerde que n es la cuenta de indicador total de la muestra de la prueba), obtenemos el limite inferior de la
fraccion fetal de la muestra de prueba. Al resolver la ecuacion

FB - y(n .f) =- 2% g(n.f) (Eq. 14)
para f, obtenemos el limite superior sobre la fraccion fetal de la muestra de prueba.

La naturaleza de estos limites es la siguiente. Ya que la secuenciacién es un proceso aleatorio en el sentido de que
los fragmentos secuenciados son elegidos de forma aleatoria, puede ocurrir que dos vueltas de secuenciacion de la
misma muestra terminen con un namero diferente de fragmentos secuenciados de, digamos, el cromosoma 21. Por
esta razoén el nivel z de una muestra puede variar con diferentes turnos de secuenciaciéon (dada la misma eleccién
de IRB), y lo mismo se mantiene para la fraccion fetal derivada. Estos limites se fijan de manera que el 95% de los
turnos de secuenciacion de la misma muestra se espere que resulten en fraccion fetal dentro de estos limites. Por lo
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tanto, para la previamente calculada fraccion fetal f, estos limites nos dan el margen probable de error para este
valor.

Cuenta de indicador minima para prediccion fiable

Para muestras euploides el valor del depdsito fraccional esperado (FB) es aproximadamente p’1 /p”2 (por Teorema
1). Para una muestra T21, como ejemplo, con fraccion fetal f este valor FB es aproximadamente igual a (1+/2) p"1
/p’2 porque en muestras trisdmicas el parametro p’; aumenta por una cantidad de f/2 p“1 viniendo de la tercera copia
de cromosoma 21 fetal mientras que otros cromosomas no varian (asumiendo que la muestra no tiene otras
trisomias presentes). También hay un factor normalizador 1/(1+ f/2 p“;) porque al incrementar el parametro de
probabilidad p“1 nosotros violamos la ecuaciéon p'1 + p2 +p'3 = 1.

Sin embargo, este factor queda eliminado en la fraccién p’; /p’2. Por lo tanto, por Teoremas 1 y 2 (véase a
continuacion) el esperado nivel z de una muestra trisémica con fraccion fetal f es (vea que nosotros desechamos el
término W2/n, del Teorema 2 por el bien de la simplicidad)

P i),ai
sz(1+2 [
/
f

- 1\ 2 / '
1{5 4 1 A 0 SIS
V= () (F+%) e G+ )

Queremos que z sea al menos algo k. Ademas, los niveles z de muestras euploides estan distribuidos alrededor de 0
en ambos lados (siendo 0 el nivel z esperado), y Io mismo se sostiene para muestras trisémicas (por supuesto, tales
niveles z estarian distribuidos alrededor de diferente valor medio). De ahi, es posible para una muestra trisomica que
su valor de deposito fraccional FB no sea igual a (1+f/2) p"1 /p"2; puede ser tanto inferior como superior. Por lo tanto,
nosotros queremos tener

b

(Eq. 15)

B

y = =k+1, (Eq. 16)

donde k es el nivel z que deseariamos alcanzar y | corrige la posibilidad de la muestra s llegando méas abajo de lo
esperado (como en un caso de muestra euploide que tiene nivel z menor de 0). Como los niveles z de muestras
euploides siguen la distribucidon estandar normal (esta suposicién fue positivamente testada con pruebas
estadisticas), 95% de niveles z de estas muestras caerian dentro del intervalo [-2;2], por lo que fijar | = 2 parece
razonable. Al resolver la Ultima ecuacién para n nosotros obtenemos la cuenta total requerida de fragmentos de ADN
trazados para el nivel z esperado al menos k como

4(k+z}?(1 1) |
n=—-_"(+). Eq. 17
2o\p b Ba-17

Con k =4yl =2, obtenemos la cuenta de indicador minima alrededor de 1.24 millones para fraccion fetal f = 0.1. Un
argumento mas general aparece en el Gréfico 1.

DESARROLLO DEL MODELO MULTINOMIAL

MOTIVACION BIOLOGICA

Se observé que la representacién gendmica fraccional (RGF) de un cromosoma concreto depende (entre otras
cosas) de su tamaifio (Chiu et al., 2008; Ehrich et al., 2011). De este podemos deducir, en el sentido matematico,
que si una muestra de plasma materno es secuenciada y estas secuencias son posteriormente trazadas y contadas
para cada cromosoma, entonces el resultado de este proceso (aleatorio) es un vector de 24 nimeros, uno para cada
cromosoma, y podemos ver este vector como un vector aleatorio que se dibuja desde la distribucién multinomial con
parametros (p1, P2, ..., P24; N), donde p;, i € {1, 2, ..., 24}, es probabilidad de que un indicador concreto de ADN
secuenciado trace hacia el cromosoma i, y n es el nimero de todos los indicadores trazados. Como resultado,
formulamos la siguiente observacion.

10
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Observacion: Los datos de secuenciacion (i.e., indicadores cfADN trazados) estan distribuidos de forma multinomial
entre los cromosomas con parametros de probabilidad fuertemente correlacionados con las longitudes de
cromosoma.

Ir desde cromosomas a depdsitos 1 Mbp es un asunto sencillo, s6lo que en este caso el niUmero de parametros p; no
es 24 sino el numero de depdsitos que cubre el genoma humano hgl9 (designamos este nimero como t).

EL MODELO MATEMATICO

Dejar que X sea un vector aleatorio desde la distribucion multinomial. Definimos una nueva variable aleatoria Y como
un ratio de 2 o mas elementos del vector aleatorio multinomial. Por ejemplo, para X=(X1,X2,X3,...,X20) Y puede
definirse como Y = (x1+X2)/(x2+X3+X10). Para modelar la situacion descrita en Motivacion biolégica dejamos el vector
aleatorio X = (x1, X2, ..., Xi) representar el nimero de indicadores trazados a depdsitos 1 Mbp que cubren el genoma
humano hgl9. Para la deteccion de la trisomia el numerador de Y es el niumero de indicadores trazados a
cromosoma 21 (o 13 o 18), y el denominador de Y es la suma de indicadores trazados a los depésitos IRB. Sin
embargo, esta definicién de Y no es necesariamente general y complicada. Esto es porque para obtener el valor de
Y para una muestra concreta, no importa en realidad, por ejemplo, a qué depdsito IRB especifico quedd trazado
algun indicador de ADN; solo necesitamos distinguir tres clases de indicadores: 1) aquellos trazados a un depésito
asociado con el cromosoma aneuploide, 2) aquellos trazados a uno de los depdésitos de referencia interna, y 3) el
resto. Por lo tanto, podemos reemplazar el vector aleatorio X por un nuevo vector aleatorio multinomial X'= (x"1, X'z,
X'3), correspondiendo a las tres clases mencionadas, con los siguientes nuevos parametros de probabilidad
facilitados por

Py =Py, X €{13,18,21}, (Eq. 18)
p{! = Pfft’Ba (Eq 19)
Py =1—pj—ph, (Eq. 20)

donde Py y Pirs han sido definidos anteriormente en Célculo de medio multinomial desviacion estandar. En este
sentido, nosotros podemos simplificar ahora la definicion de Y como Y = x"1 /X", Finalmente, para evitar problemas
con cero en el numerador de Y, cambiamos la definicion de Y de la siguiente forma

3

=T (Eq. 21)

Como los valores aceptados por el vector aleatorio X = (x'1, X'2, X'3) son del tipo 10* y mayores, el +1 en el
denominador de Y sélo tiene un efecto insignificante. En la aplicaciéon de este modelo necesitamos saber los valores
de E[Y]y Var[Y].

Teorema 1. Dejar que X "= (X1, X2, X'3) sea un vector aleatorio desde la distribuciébn multinomial con parametros
(p"1, P“2, p"3; n). El valor esperado de la variable aleatoria Y dada por la ecuacion 21 es

r____;!f’_%_ e {1 — Eq. 22
B = (1= =p)"). (Bq.22)

Teorema 2. Dejar que X = (X1, X'2, X'3) sea un vector aleatorio desde la distribucion multinomial con parametros (p“1,
P2 p’3 n). Paran 210’y 1 > p'y, p'2 2 0.01 la varianza de la variable aleatoria Y dada por la ecuacion 21 puede
aproximarse mediante

| v, W
Vary] ~ 21 2 (Eq. 23)

E)
71 ?”35“2'
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donde
7y 2
. P b1y

W, = - W Eq. 24
P/ \ph P/ (Eq. 24
' T !

Wy=FL. (—2 Ih-on (Eq. 25)

1—=py \po 1—ph

El error de esta aproximacion es menor de 0.01% del valor real.

Una muestra de prueba dada, caracterizada por su valor de depésito fraccional FB, se normaliza utilizando los
valores E[Y] y (Var[Y])™2 En la actualidad métodos de nivel z utilizados (mencionados previamente y descritos a
continuacion), si el valor normalizado de muestra fuera mayor de 3, se consideraba trisomico. Este valor limite venia
de la aceptacién de que los valores normalizados estaban distribuidos de acuerdo con la distribucién normal
estandar. También probamos esta aceptacion de forma positiva, es decir, la variable aleatoria z dada por la ecuacion
9 es estandar normalmente distribuida. Por esta razon, establecer el valor limite en 3, como es en la actualidad un
estandar, es adecuado para nuestro método también.

Breve descripcion de los graficos

Gréfico 1: Calculo de la profundidad de secuenciacion requerida del ADN libre de células circulante en el plasma
materno para la deteccion de aneuploidia del autosoma 21 como una funcién de fraccion ADN fetal. El minimo
tedrico se basa en la ecuacion 17 y valores k = 3 (nivel z minimo para denominar una muestra trisomica), 1 = 2
(dado por la dispersion de niveles z euploides alrededor de cero), y p1 = 0.0128, p’2 = 0.128 (dado por datos en
cadena MiSeq). Para lonTorrent la curva del minimo teérico es casi idéntica y no esté trazada aqui. Los puntos
trazados muestran las muestras T21 observadas en MiSeq (cuadros) e lonTorrent (circulos).

Gréfico 2: El plan del diagrama de flujo de los principales pasos del método para deteccién prenatal no invasiva de
aneuploidia del cromosoma fetal desde las muestras de sangre materna de acuerdo con la presente invencion.

Ejemplos

Ejemplo 1

Técnicas de secuenciacion utilizadas en la realizacion de lainvencién
Andlisis de secuencia

La secuenciacion masiva en paralelo es necesaria para la aplicacion del método de acuerdo con la invencion. El
método fue especificamente desarrollado y validado para sistemas de secuenciacion de la siguiente generacion de
pequefios bancos de laboratorio para permitir costes iniciales bajos para el montaje de servicio de laboratorio NIPT.
El método fue validado en el sistema MiSeq (lllumina, Inc., San Diego, CA, EEUU) e lon Torrent PGM (life
Technologies Corp., San Francisco, CA, EEUU).

Instrumentos de secuenciacién comercialmente disponibles junto con los protocolos correspondientes y reactivos
recomendados por el distribuidor, fueron utilizados en el ejemplo ilustrativo, sin embargo, la persona especializada
en el tema es consciente del nimero de varios métodos de secuenciacion y sus variaciones, que también podrian
ser utilizados en la practica de la presente invencion.

El kit de secuenciacién lllumina Version 3y el kit Reactivo MiSeq v3 (MS-102-3003) fueron utilizados.

En nuestros experimentos, una media de 5.829+ millones y 3.098+0.951 millones de lecturas brutas fueron
obtenidas tras el andlisis de secuenciacién en lonTorrent PGM y MiSeq, respectivamente. Debido a que 200 bp de
extremo Unico y 2x 100 bp protocolos de extremo emparejado fueron utilizados en lon Torrent PGM y MiSeq, fuimos
capaces de determinar la distribucion del tamafio del fragmento de ADN nativo. Las longitudes de lectura media de
las lecturas 179+7 bp y 172+7 bp fueron grabadas en lonTorrent PGM y MiSeq, respectivamente. Para alcanzar
condiciones comparables para la comparacion de las dos plataformas SGS de banco testadas en el paso de
validacion las cuentas de lectura bruta ganadas fueron normalizadas y el maximo de 3 millones de lecturas fueron
seleccionadas de forma aleatoria para todas las muestras para pasos posteriores. Tras filtrar cualitativamente las
lecturas, trazado de lectura, seleccién de indicadores de trazado Unico, exclusién de indicadores trazados a regiones
cubiertas mas de 10 veces por encima de la media de cubierta y correccion GC de la cuenta media de los tan
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denominados indicadores finales que decrecen desde 3 millones y por muestra a 2.160+0.065 millones y
2.099+0.221 millones de indicadores para lonTorrent PGM y MiSeq, respectivamente (para mayor detalle véase
Minarik et al., 2015).

Ejemplo 2
Procedimiento de preparacion de muestra para secuenciador MiSeq (lllumina Inc., San Diego, CA, EEUU)

Completar el método de obtencion de los datos de secuencia se describe a continuacion como una sencilla lista de
los principales procedimientos ya que la mayoria de los procedimientos de laboratorio rutinarios fueron utilizados.
También son bien conocidos los protocolos para pasos especificos para las personas especializadas en el tema de
la biologia molecular, examen prenatal y bioinformatica y tal persona es consciente de las posibles modificaciones
de los procedimientos. Varios protocolos especiales fueron también facilitados por el fabricante de los kits o
plataforma de secuenciacion. Una descripcion mas detallada de procedimientos de laboratorio puede encontrarse en
Minarik et al., 2015.

1. RECOGIDA DE MUESTRA

El método fue validado utilizando muestras de 12 semanas de embarazo. 2 x 10mL muestras de sangre
fueron recogidas en tubos K3-EDTA, y procesadas en el siguiente paso dentro de las siguientes 48 horas.

2. SEPARACION DEL PLASMA

Dos etapas de separacion de plasma fueron llevadas a cabo para permitir resultados éptimos de la prueba.
Para mayor detalle del procedimiento véase Minarik et al. 2015.

3. AISLAMIENTO DE ADN

Se utilizé6 el kit Mini Sangre Qiagen. Muestras de plasma fueron procesadas inmediatamente o
almacenadas y procesadas en el plazo de un mes tras el procedimiento de separacion del plasma sin observar
efecto alguno en los resultados de la prueba. Para mayor detalle del procedimiento véase Minarik et al. 2015.

4. PREPARACION DE LIBRERIA
El procedimiento comprende los siguientes pasos:
a. MEDIR LA CONCENTRACION DEL ADN AISLADO
b. FINALIZAR REPARACION
c. SELECCION DE TAMANO
d. ELIMINACION DE LA POLIADENILACION, LIGADURA DE ADAPTADOR
e. AMPLIFICACION PCR
f. QUANTIFICACION DE LIBRERIA
5. ANALISIS DE SECUENCIACION
El método fue validado con las siguientes configuraciones de andlisis de secuenciacion:
Tipo de andlisis: sélo FastQ
Tipo de libreria: Truseq LT
Secuenciacion del extremo emparejado: Si
Longitud de secuenciacién: 2 x 100
Tiempo de recorrido de secuenciacion aproximado: 24h

Archivos FastQ fueron descargados en el servicio web sobre un navegador web Firefox. Informes
generados pueden ser posteriormente descargados utilizando el mismo servicio web.

Procedimiento con plataforma lon Torrent
13
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En el procesamiento de muestras para la plataforma lon Torrent (Life Technologies Corp., San Francisco, CA,
EEUU), los pasos 1 y 2 son necesariamente idénticos, los otros son similares o diferentes, siendo especifica esta
plataforma de secuenciacion concreta. Como los protocolos los facilita el productor o se publican en algin otro lugar,
la persona especializada sabe como obtener datos de secuencia utilizando esta plataforma.

Ejemplo 3

Validacion del método innovador con dos plataformas de secuenciaciéon y comparaciéon con otros métodos
nivel z

En la actualidad, hay varios métodos para la deteccién de trisomia basados en la determinacion del nivel z. Nosotros
elegimos comparar el método de acuerdo con la presente invencion, designada MUL, con los tres métodos mas
comunes ya en uso. Denominamos estos métodos basados en los autores de los articulos que los describian:

1. CHIU (método descrito en Chiu et al., 2008),
2. LAU (método descrito en Lau et al., 2011), y
3. SEH (método descrito en Sehnert et al., 2011)

El método CHIU, brevemente abreviado, se basa en la representacion gendémica fraccional (RGF) del cromosoma
21, que es un ratio rz; del numero de indicadores trazados (tras correccién GC) a cromosoma 21 del nimero total de
indicadores trazados (tras la correccion GC y excluyendo indicadores trazados a cromosomas sexuales). El medio y
desviacion estandar de rp; de las muestras de control fue utilizado para normalizar el valor r,1 de una muestra con
cariotipo desconocido

ro1 — Elro|normal control]

g1 =

*

\/m?“ E‘?“’g; [normal (é@ﬁtm}_}

y si el valor normalizado r»1 es mayor que 3, la muestra se clasifica como trisémica (esto es porque Chiu et al., 2008
asumioé que los valores normalizados siguen la distribucion normal estandar).

Sehnert et al., 2011 y Lau et al., 2012 propusieron un algoritmo diferente que calcula el ratio gx del nUmero de
indicadores trazados al cromosoma 21 hasta el numero de indicadores trazados a algin otro cromosoma (tan
denominado cromosoma de referencia interna). Mientras Sehnert et al., 2011 eligié el cromosoma 9 para ser la
referencia interna éptima para el cromosoma 21, Lau et al., 2012 lo eligi6é para que fuera el cromosoma 14. Tal fue el
caso con el método CHIU, el medio y desviacion estdndar de g1 de las muestras de control fue utilizado para
normalizar el valor 21 de una muestra con cariotipo desconocido

. go1 — Elgo1|Inormal control]

v/var[gai|normal control] ’

y si el valor {21 es mayor que 3, la muestra se clasifica como trisomica (fue de nuevo aceptado por Sehnert et al.,
2011y Lau et al., 2012 que los valores normalizados ¢ siguen la distribucién normal estandar).

Para todos los métodos nivel z, incluyendo el método MUL de acuerdo con la presente invencion
(esquematicamente representada en el Grafico 2), los datos de cuenta de indicador de entrada fueron iguales (ver
anteriormente EL METODO, MUESTRAS DE CAPACITACION, sin paso de seleccién de tamafio opcional) El grupo
de capacitacion consistia en 30 muestras euploides iguales para todos los métodos. Del resto de las 71 muestras de
prueba, habia 24 casos T21 y 47 casos euploides. Ademas, los depdsitos de referencia interna IRB para nuestro
método MUL se encontraron tal y como hemos descrito anteriormente (véase EL METODO, MUESTRAS DE
CAPACITACION). Pestafia 1 muestra niveles z de muestras T21 de nuestro grupo de prueba T21 (los valores mas
altos aparecen en negrita). Con el valor limite 3 no se observaron falsos negativos en ninguno de los métodos
mencionados.

Las diferencias observadas en niveles z entre MiSeq e lonTorrent pueden atribuirse a diferencias entre
procesamiento de muestra biol6gica, desviaciones de la maquina u otros factores desconocidos.
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AlUn mas, la tabla 2 muestra resultados para 6 muestras con trisomia de cromosoma 18 y la tabla 3 muestra
resultados para 5 muestras con trisomia de cromosoma 13. Los datos de secuencia para muestras T18 y T13 se
obtuvieron utilizando la plataforma MiSeq.

Asimismo, una muestra con monosomia de cromosoma 18 fue analizada. Los resultados aparecen en la tabla 4. Los
valores nivel z son negativos en el caso de monosomia ya que en este caso falta una copia del cromosoma. Como
resultado, la cantidad de indicadores trazados del cromosoma 18 es menor que en muestras normales con dos
copias del cromosoma 18, lo cual muestra el valor de nivel z.

Naturalmente, no se puede sacar una conclusion de amplio alcance de un experimento, sin embargo, el ejemplo
mostré que la monosomia puede ser detectada por nuestro método al menos tan bien como con métodos anteriores.

Tal y como aparece en las tablas 1 a 4, los valores de nivel z de muestras trisdmicas determinados por el método de
la presente invencion son significativamente mas altos que los valores determinados por cualquiera de los métodos
anteriores. Por ejemplo, para muestras T21 obtuvimos una diferencia media de valores de nivel z -1.895, -1.595, -
2.485 al comparar CHIU, SEH y LAU, respectivamente, con nuestro método con diferencia valor p < 0.05 para todo
tema anterior de acuerdo con la prueba de comparaciones multiples de Dunn, mientras que valores de muestras
normales (no trisdmicas) son sustancialmente idénticas (respecto al cromosoma 21 obtuvimos diferencia media de
nuestro método -0.15, -0.05, -0.21 para CHIU, SEH y LAU, respectivamente), lo cual significa que la distancia de
niveles z de muestras trisdmicas del valor limite ha incrementado para la presente invencion comparado con los
anteriores métodos mientras que la distancia de las muestras euploides desde este valor limite se ha mantenido
bésicamente.

Tabla 1: Muestras trisémicas T21 en MiSeq y lonTorrent. Todas las muestras fueron correctamente clasificadas por
cada método al nivel limite 3. El valor mas alto de nivel z (marcado en negrita) para cada muestra y maquina se
consigui6 por el método MUL de acuerdo con la presente invencién. Cada fila se corresponde con una muestra
biolégica
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_ SEH

28.64
1901 178 1715 22,43 | 1826 1747 1635
1777 1615 1612 20.09 | 1551 148 1435
1499 1414 1357 18,34 | 1328 1327 1231
1421 1313 1251 16.48 | 1295 1303 116
1245 12,14 1158 15.28 | 13.08 1234 1259
1188 108 1085 14.79 | 1264 1285 1225 1536
1201 1098 977 14.64 | 972 047 020 11.69
1043 936 943 12.79 | 11.56 1217 1052 13.67
1056 9.55 9 10.68 | 857 7.97 844 1091
987 905 B47 1191 | 687 677 60T 8.6
844 055 011 10.77 | 1049 1068 907 1271
943 87 88 1113 | 1056 111 988 1236
887 R25 B5HR 10.84 ) B14 759 TH68 947
84 771 79 977 | 545 603 534 T.28
845 788 787 1063 | 823 794 T465 998
88 B73 755 942 | 684 717 759 85
813 BOR 707 9.95 71 673 792 9.99
B41 766 743 978 | 688 703 550 861
B15 820 776 971 | 721 636 675 9.56
728 715 631 B.75 | 570 558 5463 T.A2
702 631 691 828 | 581 635 59 6.78
705 625 613 838 | 506 523 558 6.48
502 548 4 6.32 | 612 583 558 B85

145 4

o }
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Tabla 2: Nivel z para T18 (MiSeq, 6 muestras)

CHIU | LAU SEH MUL
17,9 15,5 17,65 22,2

13,36 10,54 11,82 13,8
9,82 8,53 9,79 16,54
9,42 8,57 9,29 10,78
5,73 4,75 5,39 6,63

7,23 6,35 8,78 9,83

Tabla 3: Nivel z para T13 (MiSeq, 5 muestras)

CHIU | LAU SEH MUL
22,59 | 21,88 | 2646 | 30,73
16,91 16,8 19,76 | 25,47
2298 | 22,16 | 26,56 | 31,76
21,41 20,4 24,65 | 24,86
3,92 4,75 4,79 6,44

Tabla 4: Nivel z para cromosoma monosomico 18 (MiSeq, 1 muestra)

CHIU

LAU

SEH

MUL

-17,34

-12,67

-18,67

-16,14
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REIVINDICACIONES

Un método para determinar la aneuploidia fetal del cromosoma de interés desde una muestra de sangre
materna que incluye una mezcla de moléculas de ADN libres de células y de origen materno, dicho método
comprende:

a) aislamiento del ADN libre de células de la sangre materna;

b) realizar una secuenciacion aleatoria en al menos una porcién de una pluralidad de las moléculas de ADN
libres de células contenidas en la sangre, la porcion incluye ADN correspondiente al menos a un
cromosoma de interés y una pluralidad de cromosomas presumiblemente euploides, por lo tanto, se
obtendria una pluralidad de lecturas de secuencia;

c) trazado de lecturas de secuencia al genoma humano de referencia, asi se obtendria una pluralidad de
indicadores trazados;

d) dividir dicho genoma de referencia humano en 1 Mbp posterior y depdsitos que no se superpusieran;

e) determinacion de la distribucion de los indicadores a dichos depdsitos y cromosomas completos de
acuerdo con su ubicacion de trazado;

f) determinar el valor de depdsito fraccional FB como un ratio de nimero de indicadores trazados a los
depositos para el cromosoma de interés en la muestra al nUmero de indicadores trazados a depésitos de
referencia interna IRB;

g) determinar medio de muestra multinomial p(n) y desviacion estdndar multinomial o(n); de donde p(n) y
a(n) se calculan para una variable aleatoria definida como un ratio entre el niUmero de indicadores trazados
a depdsitos de referencia interna IRB, de donde la probabilidad de distribucion de trazado de los
indicadores al cromosoma de interés y a los depésitos de referencia interna IRB es multinomial, y los
parametros de dicha distribucion multinomial se determinan del grupo de capacitacion de muestras de
sangre euploides;

h) determinar el valor nivel z como una diferencia entre valor de depdsito fraccional FB y medio multinomial
K(n) dividido por la desviacion multinomial estandar o(n); y

i) comparar el valor nivel z con al menos un valor limite para determinar si una aneuploidia existe para el
cromosoma de interés; asi, como prerrequisito de los pasos f)-i), un grupo de capacitacién de muestras de
sangre euploides esta sujeto a esencialmente los mismos procedimientos que consisten en pasos a)-e)
mencionados y después los siguientes pasos se llevan a cabo:

f’) elegir autosomas de referencia interna IRA de autosomas de referencia interna candidata
basandose en el coeficiente de variacion CV del mismo, mientras que los cromosomas
aneuploides quedan excluidos;

g’) elegir los depdsitos de referencia interna IRB mediante un algoritmo genético de dos grupos
candidatos, el primer grupo candidato se establece de depdsitos seleccionados aleatoriamente,
mientras que depositos que corresponden a cromosomas potencialmente aneuploides quedan
excluidos, y el segundo grupo candidato es el grupo de depésitos que corresponde con los mejores
autosomas de referencia interna IRA determinados en el paso anterior f.

El método conforme a la reclamacién 1, en la que el cromosoma de interés es el cromosoma 8, 9, 13, 16,
18, 21,22y X.

El método conforme a la reclamacion 1 o 2, donde la aneuploidia es trisomia del cromosoma 13,
cromosoma 18 o cromosoma 21.

El método conforme a cualquiera de las reclamaciones 1-3, donde el grupo de capacitacion de muestras de
sangre euploides comprende muestras masculinas euploides y femeninas euploides.

El método conforme a cualquiera de las reclamaciones 1-4, comprende ademas el paso del filtrado de
tamafio que consiste en la limitacion del tamafio de lecturas aceptable para un procesamiento adicional.

El método conforme a cualquiera de las reclamaciones 1-5, donde al elegir los autosomas de referencia
interna IRA, para cada combinacion de referencia interna potencial el coeficiente de variacion se calcula, las
combinaciones de referencia interna candidata de autosomas se ordenan de acuerdo con su valor CV en
orden creciente y luego combinaciones de referencia interna cuyo valor CV es menor que o igual que 1.1
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multiple del total del valor mas bajo CV se eligen como IRA, de donde preferiblemente la primera centena
de estas combinaciones son elegidas como IRA para procesamiento adicional.

El método conforme a cualquiera de las reclamaciones 1-6, donde elegir los depésitos de referencia interna
IRB por medio de un algoritmo genético, se elige el primer grupo candidato del grupo candidato basandose
en sus valores FB utilizando el coeficiente de rango estudiantil y al mismo tiempo basandose en sus valores
CV.

El método conforme a cualquiera de las reclamaciones 1-7 que comprenden ademas la determinacion de
fraccion fetal.

El método conforme a la reclamacién 8 que comprende ademas la determinacion del error de estimacion de
fraccion fetal.

El método conforme a cualquiera de las reclamaciones 1-9 que comprende ademas la determinacion de
cuenta de indicador minima para prediccion fiable de aneuploidia.

Un producto de programa de ordenador que comprende un medio legible por el ordenador que incluye una
pluralidad de instrucciones para controlar un sistema de ordenador para realizar todos los pasos del método
conforme a cualquiera de las reclamaciones 1-10 siguiendo el paso b) de realizar secuenciacion aleatoria.

Un método implementado por ordenador para determinar aneuploidia fetal que comprende todos los pasos
del método de acuerdo con cualquiera de las reclamaciones 1-10 siguiendo el paso b) de realizar una
secuenciacion aleatoria.
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