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DESCRIPCION
Método y sistema para estimar el género del feto de una hembra embarazada
Campo de la invencion

El campo de la invencién se refiere a la estimacion del género de un feto de una hembra embarazada. Las
realizaciones especificas de las invenciones se refieren a métodos, sistemas, programas informaticos y productos de
programas informaticos para estimar el género del feto de una hembra embarazada.

Antecedentes

El documento WO 2013/057568 en nombre del solicitante divulga métodos de deteccion prenatal que utilizan
técnicas no invasivas. En particular, se refiere al diagnéstico prenatal de una aneuploidia cromosémica fetal
mediante la deteccion de acidos nucleicos fetales y maternos en una muestra bioldgica materna. Mas
especificamente, el documento WO 2013/057568 emplea la PCR muiltiple para amplificar fracciones seleccionadas
de los respectivos cromosomas de los cromosomas maternos y fetales. Las respectivas cantidades de las regiones
cromosomicas con sospecha de aneuploidia y los cromosomas de referencia se determinan a partir de un analisis de
secuenciacion masiva seguido de un analisis estadistico para detectar una aneuploidia en particular. EI documento
W02011/091063 se refiere a métodos de deteccion de la aneuploidia o del sexo en un feto mediante el analisis del
ADN extraido de la sangre de una hembra embarazada.

Aunque existen varios métodos de deteccion prenatal, se necesita un método preciso para estimar el género del feto
de una hembra embarazada.

Sumario

El objetivo de las realizaciones de la invenciéon es proporcionar un método, sistema y programa informatico para
estimar el género del feto de una hembra embarazada.

De acuerdo con un primer aspecto de la invencion, se proporciona un método para estimar el género de un feto de
una hembra embarazada. El método comprende el paso de medir las presencias alélicas para una primera pluralidad
de marcadores genéticos del cromosoma X y las presencias alélicas para una segunda pluralidad de marcadores
genéticos de al menos un cromosoma de referencia, diferente de los cromosomas X e Y, en una muestra de ADN
libre de células de una hembra embarazada. Cada presencia alélica representa la presencia en un marcador
genético de al menos uno de: un alelo de referencia de origen materno o fetal y un alelo alternativo de origen
materno o fetal. En aras de la exhaustividad, debe tenerse en cuenta que esto no implica que se pueda hacer una
distincion entre un alelo de origen materno y un alelo de origen fetal, sino simplemente que puede medirse un alelo
de cualquier origen. El método comprende ademas: en base a las presencias alélicas medidas para dicha primera
pluralidad, determinar una primera fraccion (Fx) de la misma que se asocia a marcadores genéticos puramente
homocigotos, en base a dichas presencias alélicas medidas para dicha segunda pluralidad, determinar una segunda
fraccion (Fr) de la misma que se asocia a marcadores genéticos puramente homocigoéticos y estimar el género de
dicho feto a partir de dicha primera y segunda fraccion. El término "marcador genético puramente homocigoto" se
refiere a un marcador genético que es a la vez homocigoto en el ADN de origen materno y en el ADN de origen fetal.

Las realizaciones de la invencién se basan, entre otras cosas, en el conocimiento inventivo de que la primera
fraccion esperada en el cromosoma X debe ser mayor en el caso de un feto del género masculino en comparacion
con un feto del género femenino. Para un feto del género femenino, se espera que esta primera fraccion sea idéntica
a la segunda fraccién obtenida de los cromosomas no X/Y. Para un feto del género masculino, se espera que la
primera fraccién sea mas alta que la segunda fraccion obtenida de al menos un cromosoma de referencia diferente
de los cromosomas X e Y. El género se puede estimar con precision utilizando esta primera y segunda fraccion.

Estimar el género de un feto de acuerdo con las realizaciones de la invencion permite verificar el género como se
estima en métodos de estimacion conocidos. Esta verificacion mejorara la precision de una estimacion del género de
un feto en comparacion con los métodos de estimacién conocidos.

En el contexto de esta memoria descriptiva, un "marcador genético" es una posicion en el genoma que se sabe que
adquiere varios estados posibles en los individuos de una poblacion.

En una realizacion preferida, la determinacién de la primera fraccion comprende: en base a dicha medida de las
presencias alélicas para la primera pluralidad de marcadores genéticos, calcular un nimero correspondiente de
frecuencias alélicas para dicha primera pluralidad; y determinar como la primera fraccion a la fraccion de dichas
presencias alélicas medidas para las cuales la frecuencia alélica es 0 o 1 dentro de un margen de error
predeterminado. Un experto en la materia entendera que la tasa de error de un dispositivo de secuenciaciéon es un
estandar industrial, y sera de sobra conocido para un fabricante o instrumento especifico, pero en una realizacion
especifica, el margen de error predeterminado es <0,02. En particular, puede ser <0,015, <0,01 o <0,005. De igual
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manera la determinacién de la segunda fraccién puede comprender: en base a dicha medida de la presencia alélica
para la segunda pluralidad de marcadores genéticos, calcular un numero correspondiente de frecuencias alélicas
para dicha segunda pluralidad; y determinar como segunda fraccion a la fraccion de dichas presencias alélicas
medidas para las cuales la frecuencia alélica es 0 o 1 dentro de un margen de error predeterminado. Un experto en
la materia entendera que la tasa de error de un dispositivo de secuenciacion es un estandar industrial, y sera de
sobra conocido para un fabricante o instrumento especifico, pero en una realizacion especifica, el margen de error
predeterminado es <0,02. En particular, puede ser <0,015, <0,01 o <0,005. Las presencias alélicas se representan
tipicamente como recuentos de lecturas en funcién de la frecuencia alélica, y la primera/segunda fraccion
corresponde a los recuentos de lecturas de los puntos de datos de las variables concentrados alrededor de la
frecuencia alélica 0 y alrededor de la frecuencia alélica 1.

En una realizacién preferida, la estimacion comprende estimar un primer estimador de género utilizando una
proporcion entre la primera fraccion (Fx) y la segunda fraccion (Fgr). El valor umbral para determinar los niveles
umbral apropiados para la proporcion para estimar un feto de género masculino o femenino debe calcularse
empiricamente para cada realizacion. Un experto en la materia sera capaz de calcular dichos umbrales utilizando los
métodos descritos en el presente documento teniendo en cuenta los niveles de ruido y la heterocigosidad de las
muestras como se describe en el presente documento. En realizaciones especificas, cuando la proporcion entre Fx y
Fr es inferior a 1,1, se estima que el feto es de género femenino, En particular, la proporcién es inferior a 1,05,
inferior a 1,03, inferior a 1,01 o inferior a 1,00. En una realizacion particular donde la proporcién es aproximadamente
1, se estima que el feto es de género femenino. En realizaciones especificas, cuando la proporcion entre Fx y Fr es
superior a 1,1, se estima que el feto es de género masculino, en particular, la proporcion es superior a 1,15, superior
a 1,17, superior a 1,18, superior a 1,19 o superior a 1,20. En una realizacién particular, cuando la proporcién es
significativamente superior a 1, se estima que el feto es de género masculino.

En una realizacién preferida los pasos de medicion y determinacion se realizan para un lote que comprende una
pluralidad de muestras; en donde para cada muestra del lote, se calculan la primera y la segunda fraccién; y en
donde el paso de estimacion del género se basa ademas en dicha primera y segunda fraccion de cada muestra. De
esta manera, la precision del resultado de la estimacion puede mejorarse aun mas.

En otra realizacién desarrollada, el paso de estimacion de un género comprende: determinar un primer estimador de
género (En1) para cada muestra en base a dicha primera y segunda fraccion para dicha muestra; para cada muestra
para la cual el primer estimador de género indica que el género del feto es femenino, determinar una proporcion (Nxi)
entre las presencias alélicas medidas para la primera pluralidad y las presencias alélicas medidas para la segunda
pluralidad de marcadores genéticos, y determinar los parametros de distribucion estadistica de dicha pluralidad de
proporciones para dichas muestras asociadas a un primer estimador de género que indica que el feto es de género
femenino; y utilizar dicha distribucién estadistica para determinar un segundo estimador de género. De esta manera,
la informacion estadistica de un lote de muestras se utiliza para mejorar la estimacién de género para una Unica
muestra del lote. En el caso de que el nUmero de muestras del lote de analisis para el cual el primer estimador de
género indica que el género del feto es femenino sea demasiado pequefio para obtener una estimacion fiable de la
distribucion, este conjunto puede aumentarse utilizando muestras para las cuales el primer estimador de género
indica que el género del feto es masculino, utilizando un factor de correccion.

El paso de estimacion de un género puede entonces comprender de manera adicional: determinar un estimador de
género combinado utilizando dicho primer y segundo estimador de género.

De acuerdo con otro aspecto de la invencién, se proporciona un sistema para estimar el género del feto de una
hembra embarazada. El sistema comprende un dispositivo de medicion, un médulo de determinaciéon y un médulo de
estimacion. El dispositivo de medicion esta configurado para medir las presencias alélicas (Dx) para una primera
pluralidad de marcadores genéticos del cromosoma X y las presencias alélicas (Dr) para una segunda pluralidad de
marcadores genéticos de al menos un cromosoma de referencia, diferente de los cromosomas X e Y, en una
muestra de ADN libre de células de una hembra embarazada. Puede tratarse de cualquier dispositivo de medicién
disponible en el mercado que sea adecuado para realizar tales mediciones. El médulo de determinacion esta
configurado para determinar una primera fraccion (Fx) de dichas presencias alélicas medidas para dicha primera
pluralidad que se asocia a marcadores genéticos puramente homocigotos, y una segunda fracciéon (Fr) de dichas
presencias alélicas medidas para dicha segunda pluralidad que se asocia a marcadores genéticos puramente
homocigotos. El médulo de estimacion esta configurado para estimar el género de dicho feto a partir de dicha
primera y segunda fraccion. En una realizacion caracteristica, el médulo de determinacion y el médulo de estimacion
se implementan como software.

En una realizacion preferida el modulo de determinacion se configura para, en base a dicha medida de las
presencias alélicas para la primera pluralidad de marcadores genéticos, calcular un nimero correspondiente de
frecuencias alélicas para dicha primera pluralidad; y para determinar como la primera fraccion la fraccion de dichas
presencias alélicas medidas para las cuales la frecuencia alélica es 0 o 1 dentro de un margen de error
predeterminado. De manera similar, el médulo de determinacion puede configurarse para, en base a dicha medida
de la presencia alélica para la segunda pluralidad de marcadores genéticos, calcular un nimero correspondiente de
frecuencias alélicas para dicha segunda pluralidad; y determinar como segunda fraccion a la fraccion de dichas
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presencias alélicas medidas para las cuales la frecuencia alélica es 0 o 1 dentro de un margen de error
predeterminado. Un experto en la materia entendera que la tasa de error de un dispositivo de secuenciacién es un
estandar industrial, y sera de sobra conocido para un fabricante o instrumento especifico, pero en una realizacion
especifica, el margen de error predeterminado es <0,02. En particular, puede ser <0,015, <0,01 o <0,005.

En una realizacion preferida, el médulo de estimacion se configura para estimar un primer estimador de género
utilizando una proporcion entre la primera fraccion (Fx) y la segunda fraccion (Fr). El valor umbral para determinar
los niveles umbral apropiados para la proporcion para estimar un feto de género masculino o femenino debe
calcularse empiricamente para cada realizaciéon. Un experto en la materia sera capaz de calcular dichos umbrales
utilizando los meétodos descritos en el presente documento teniendo en cuenta los niveles de ruido y la
heterocigosidad de las muestras como se describe en el presente documento. En realizaciones especificas, cuando
la proporcion entre Fx y Fr es inferior a 1,1, se estima que el feto es de género femenino, En particular, la proporcion
es inferior a 1,05, inferior a 1,03, inferior a 1,01, inferior a 1,00. En una realizacién particular donde la proporcion es
aproximadamente 1, se estima que el feto es de género femenino. En realizaciones especificas, cuando la
proporcion entre Fx y Fr es superior a 1,1, se estima que el feto es de género masculino, en particular, la proporcion
es superior a 1,15, superior a 1,17, superior a 1,18, superior a 1,19 o superior a 1,20. En una realizacién particular,
cuando la proporcion es significativamente superior a 1, se estima que el feto es de género masculino.

En una realizacion preferida, el dispositivo de medicion y el médulo de determinacion se configuran para realizar la
medicion y determinacion para un lote que comprende una pluralidad de muestras, en donde para cada muestra del
lote, se calculan la primera y la segunda fraccion; y en donde el médulo de estimacion se configura para estimar el
género en base a dicha primera y segunda fraccion de cada muestra.

En una realizacion preferida, el médulo de estimacion se configura para estimar el género de una manera tal y como
se describe en cualquiera de las realizaciones ejemplares del método.

En una realizacion preferida, el médulo de mediciéon se configura para medir las presencias alélicas utilizando al
menos uno de los siguientes: reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), reaccion en cadena de la ligasa,
amplificacion basada en la secuencia de acidos nucleicos (NASBA) y métodos de ADN ramificado; v,
preferentemente, PCR.

En realizaciones ejemplares de la invencion, la medicion de las presencias alélicas puede comprender la medicion
de las presencias alélicas de SNP y/o la medicion de las presencias alélicas para inserciones y/o deleciones cortas.

Las realizaciones preferidas del método y el sistema de la invencion se divulgan en las reivindicaciones
dependientes adjuntas.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencioén, se proporciona un programa de ordenador que comprende
instrucciones ejecutables por ordenador para su realizacion, cuando el programa se ejecuta en un ordenador, uno o
mas pasos y, en particular, el paso de estimacion de las realizaciones del método descrito anteriormente. De
acuerdo con un aspecto adicional de la invencion, se proporciona un dispositivo informatizado u otro dispositivo de
hardware programado para realizar uno o mas pasos Y, en particular, el paso de estimacién de una cualquiera de las
realizaciones del método divulgado anteriormente. De acuerdo con otro aspecto, se proporciona un dispositivo de
almacenamiento de datos que codifica un programa legible por una maquina y ejecutable por una maquina para
realizar uno o mas pasos de una cualquiera de las realizaciones del método divulgado anteriormente. La referencia a
las instrucciones/formas ejecutables por ordenador tiene que interpretarse de forma que comprenda tanto el codigo
ejecutable por una maquina, el cddigo que debe ser compilado para ser ejecutado, como el cédigo que es
interpretado en lugar de ejecutado per se.

Breve descripcion de las figuras

Los dibujos adjuntos se utilizan para ilustrar las realizaciones ejemplares no limitativas preferidas actualmente de un
método y de un sistema de la presente invencion. Las ventajas anteriores y otras ventajas de las caracteristicas y los
objetivos de la invencion se haran mas evidentes y la invencidon se entendera mejor a partir de la siguiente
descripcion detallada cuando se lea junto con los dibujos adjuntos, en los cuales:

la figura 1 es un grafico que muestra la cobertura total de SNP frente a la frecuencia alélica en el cromosoma X
para la muestra M;

la figura 2 es un grafico que muestra la cobertura total de SNP frente a la frecuencia alélica en el cromosoma X
para la muestra F;

la figura 3 es un grafico que muestra, para un conjunto de muestras, el estimador de género Eys en el eje X
frente a la fraccion fetal en el eje Y;

la figura 4 es un grafico que representa, para el conjunto de muestras de la figura 3, la proporcion Nx; en el eje X
frente a la fraccion fetal en el eje Y;

la figura 5 es un grafico que representa, para el conjunto de muestras de la figura 3, la proporcion Nx; para las
muestras clasificadas como femeninas (de acuerdo con Exi), y N'xi para las muestras clasificadas como
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masculinas (de acuerdo con En1) en el eje X frente a la fraccion fetal en el eje Y;

la figura 6 es un grafico que representa, para el conjunto de muestras de la figura 3, el valor-z Zg; en el gje X
frente a la fraccion fetal en el eje Y;

la figura 7 es un grafico que representa, para el conjunto de muestras de la figura 3, el segundo estimador de
género Ewz en el eje X frente a la fraccion fetal en el eje Y;

la figura 8 es un grafico que representa el primer estimador de género Eni en el eje X frente al segundo
estimador de género Ey, en el eje Y para el conjunto de muestras de la figura 3;

la figura 9 es un grafico que representa, para el conjunto de muestras de la figura 3, el estimador de género
combinado Ej en el eje X frente a la fraccion fetal en el eje Y; y

la figura 10 es un dibujo esquematico de la realizacion de un sistema.

Descripcion detallada de realizaciones ejemplares

En una prueba prenatal no invasiva (NIPT), conocida en la técnica anterior, el ADN libre de células (ADNcf) en una
muestra de suero o plasma materno de una hembra embarazada se secuencia para detectar la presencia de
aneuploidias cromosémicas en el feto, tales como la trisomia del cromosoma 21. De acuerdo con las realizaciones
ejemplares de la invencion, se proporciona un método para estimar el género del feto.

En una realizacion caracteristica, se obtiene una muestra de suero o plasma de la sangre materna. Esta puede ser
una pequefia cantidad de suero o plasma, por ejemplo, de 1 a 20 ml. Dependiendo de la precision deseada, puede
preferirse utilizar volimenes mas grandes. La preparacion del suero o del plasma a partir de la muestra de sangre
materna puede llevarse a cabo utilizando técnicas estandar. Entre las técnicas adecuadas se encuentran la
centrifugacion y/o las técnicas basadas en matriz. En posibles realizaciones, se puede utilizar un método de
enriquecimiento basado en secuencias en el suero o plasma maternos para enriquecer especificamente las
muestras en secuencias de acido nucleico fetal.

Las realizaciones del método de la invencién pueden realizarse para una muestra que contiene ADN fetal en una
concentracion de fraccion fetal de la cantidad total de ADN por encima de un umbral predeterminado. En
realizaciones preferidas, se lleva a cabo una amplificacién de las secuencias de ADN fetal en la muestra. Se puede
utilizar cualquier método de amplificacion conocido por el experto, tal como un método de PCR.

En una realizacion preferida se utilizan datos de la prueba de Clarigo del solicitante que no implica la deteccion de
alelos de SNP (o polimorfismo de un solo nucleétido), es decir, un marcador genético que comprende un Unico
nucledtido variable) en el ADN fetal que no estan presentes en el ADN de la hembra embarazada. La prueba de
Clarigo consiste en la secuenciacion dirigida de una serie de regiones del genoma humano (en otras palabras, se
dirige a marcadores genéticos especificos), utilizando los SNP conocidos (polimorfismos de un solo nucleétido) con
una alta prevalencia poblacional (por ejemplo, mayor del 1%, preferentemente mayor del 10%) y dos posibles alelos
(sc. un alelo de referencia, también conocido como REF; y un alelo alternativo, también conocido como ALT). Se
pueden encontrar mas detalles sobre la prueba de Clarigo en Internet en http://www.multiplicom.com/product/clarigo,
y en el documento WO 2013/057568 en nombre del solicitante.

Ahora se discutira en detalle una realizacion ejemplar de un método para estimar el género del feto de una hembra
embarazada. En un primer paso de medicion, se miden las presencias alélicas para una primera pluralidad (Dx) de
marcadores genéticos del cromosoma X y para una segunda pluralidad (Dr) de marcadores genéticos de al menos
un cromosoma de referencia, diferente del cromosoma X e Y, en una muestra de ADN libre de células de una
hembra embarazada. Cada presencia alélica representa la presencia en un marcador genético de al menos uno de
los siguientes: un alelo de referencia de origen materno o fetal y un alelo alternativo de origen materno o fetal. En un
segundo paso de calculo, en base a las presencias alélicas medidas para dicha primera pluralidad, se determina una
primera fraccion (Fx) de la misma que se asocia a marcadores genéticos puramente homocigotos, y se basa en las
presencias alélicas medidas para dicha segunda pluralidad, y se determina una segunda fraccion (Fr) de la misma
que se asocia a marcadores genéticos puramente homocigotos. En un tercer paso se estima el género del feto en
base a dicha primera y segunda fraccion. En la realizacion ejemplar expuesta a continuacion, el paso de estimacion
comprende el calculo de un primer estimador de género para una muestra especifica, el calculo de un segundo
estimador de género utilizando también datos de otras muestras y el calculo de un estimador de género combinado
para la muestra especifica en base al primer y segundo estimador de género.

Medicién y determinacién de fracciones

Una manera ventajosa de representar los resultados de la medicion de presencias alélicas para un marcador
genético, es asociar la siguiente informacién a un punto de datos de las variables para ese marcador genético. Un
punto de datos de las variables (que es un punto de datos asociado con una serie de variables, tales como los
alelos) se utiliza en esta memoria descriptiva como una representacion conveniente para un marcador genético v,
por lo tanto, representa el resultado de la mediciéon de presencias alélicas en varios amplicones para marcadores
genéticos. Un amplicon es un fragmento de ADN o ARN que es el producto (y/o fuente) de acontecimientos de
amplificacion o replicacion. En otras palabras, un amplicon es un fragmento biofisico de material de replicacion,
disefiado para contener una posicion conocida de SNP con alta prevalencia poblacional. Cada punto de datos de las
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variables se asocia, por lo tanto, con un SNP conocido con alta prevalencia poblacional y con dos alelos posibles
(sc. un alelo de referencia, también conocido como REF; y un alelo alternativo, también conocido como ALT). Para
cada punto de datos de las variables A,-, se pueden determinar los siguientes numeros utilizando, por ejemplo, un
flujo de trabajo (pipeline) de bioinformatica estandar aplicado a los datos de secuenciacion:

» El nimero de lecturas que contienen el alelo REF en la posicion de SNP conocida, Ckri.
* El nimero de lecturas que contienen el alelo ALT en la posicién de SNP conocida, Ca;.
» La cobertura total Cr; = Cg; + Cai.

» La frecuencia alélica o la fraccion de lecturas del alelo ALT en la cobertura total

Fi = Cail(Cri + Cai).

Por lo tanto, para un determinado marcador genético i, pueden medirse las presencias alélicas para el alelo REF,
para el alelo ALT y para ambos alelos, midiendo los nimeros de lecturas que contienen al alelo REF, al alelo ALT y
tanto el alelo REF como el alelo ALT, respectivamente. En base a las presencias alélicas medidas, se calcula un
numero correspondiente de frecuencias alélicas para el nimero predeterminado de marcadores genéticos.

Para cada posicion en el genoma (es decir, para cada locus genético), excluyendo los cromosomas X e Y vy
asumiendo que no hay alteraciones cromosdmicas relevantes, hay cuatro copias presentes en la muestra
(suponiendo que la posicién no forma parte de una regiéon de aneuploidia), que determinan el ndmero total de
lecturas: dos copias del ADN materno y dos copias del ADN fetal.

Para un punto de datos de una variable individual (es decir, para un marcador genético individual), imaginemos que
Ay B denotan el alelo REF y ALT para el SNP conocido en el ADN materno para ese marcador genético, yay b los
estados correspondientes para el ADN fetal. Esto significa que los puntos de datos de las variables pueden estar en
los posibles estados enumerados en la Tabla 1:

Tabla 1
estado del punto de datos de las variables | Lecturas de ALT de la fraccion esperadas (F))
AAaa 0
AAab FF/2
ABaa 05-FF2— (1-FF)/2
ABab 0,5
ABbb 0,5+FF2—(1-FF)/2+FF
BBab 1-FF/2
BBbb 1

A modo de una ilustracién de las presencias alélicas medidas, los diagramas de dispersion ilustrados en las figuras 1
y 2 muestran los datos de una muestra M (feto del género masculino) y una muestra F (feto del género femenino)
para las que se han medido las presencias alélicas para los marcadores genéticos del cromosoma X, en donde:

» Cada punto es un punto de datos de las variables (que representa el resultado de las mediciones realizadas en
los amplicones) para los marcadores genéticos del cromosoma X.

» El eje horizontal muestra la fraccion de las lecturas con el alelo ALT SNP (es decir, la frecuencia alélica F;).
» El eje vertical muestra la cobertura total de lectura Cr;.

En la figura 1 se puede ver que los puntos de datos de las variables especificas estan asociados con una frecuencia
alélica especifica. Por ejemplo, el punto de datos de las variables 101 se muestra a la izquierda y representa un
marcador genético para el que se realizaron aproximadamente 3300 lecturas. Todas o casi todas las lecturas de este
marcador genético han medido la presencia alélica para indicar que estan presentes alelos REF (es decir, A), pero
no que estan presentes alelos ALT (es decir, B). Por lo tanto, el punto de datos de las variables 101 se ha
representado a la izquierda en la figura 1, donde la frecuencia de los alelos es aproximadamente 0 y probablemente
representa un marcador genético homocigoto AAaa. El punto de datos de las variables 102 se muestra a la derecha
y representa un marcador genético para el cual se realizaron aproximadamente 2500 lecturas. Todas o casi todas
las lecturas de este marcador genético han medido la presencia de alelos para indicar que no estan presentes alelos
REF (es decir, A), pero que estan presentes alelos ALT (es decir, B). Por lo tanto, el punto de datos de las variables
102 se ha representado a la derecha en la figura 1, donde la frecuencia de los alelos es aproximadamente 1 y
probablemente representa un marcador genético homocigoto BBbb.

En la figura 2, los puntos de datos de las variables 103 representan un marcador genético para el cual se realizaron
aproximadamente 1800 lecturas. Las presencias alélicas medidas permiten calcular la frecuencia alélica, que es
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relativamente baja, pero no cero. Por lo tanto, el punto de datos de las variables 103 representa probablemente un
marcador genético que es homocigoto por parte materna para el par de alelos de referencia pero tiene un par de
alelos heterocigotos de origen fetal (por lo tanto es AAab), dado que la fraccion de ADN materno presente en la
muestra para el marcador genético es (mucho) mayor que la fraccién de ADN fetal presente en la muestra para el
marcador genético. El punto de datos de las variables 104 se muestra a la derecha y representa un marcador
genético para el cual se realizaron aproximadamente 2250 lecturas. Por el mismo razonamiento, el punto de datos
de las variables 104 representa probablemente un marcador genético que es homocigoto por parte materna para el
par de alelos alternativos pero tiene un par de alelos heterocigotos de origen fetal (por lo tanto es BBab).

En la figura 1, los puntos de datos de las variables 105 representan un marcador genético para el cual se realizaron
aproximadamente 2750 lecturas. Las presencias alélicas medidas permiten calcular la frecuencia alélica, que se ha
observado que es de aproximadamente 0,48. Por lo tanto, el punto de datos de las variables 105 representa
probablemente un marcador genético que es heterocigoto por parte materna (por lo tanto AB).

Por lo tanto, pueden distinguirse tres grupos de puntos de datos de las variables (11Ay 11B, 12Ay 12B, y 13):

- los puntos de datos de las variables 11A y 11B que son homocigotos en el ADN materno y fetal (AAaa, BBbb);

- los puntos de datos de las variables 12A y 12B que son homocigotos en el ADN materno y heterocigotos en el
ADN fetal (AAab, BBab). Debe tenerse en cuenta que, en estos casos, el ADN fetal contiene un alelo que fue
heredado del padre y que no esta presente en el ADN materno. En otras palabras, para un feto del género
masculino, este grupo de puntos de datos de las variables no estara presente para el cromosoma X, véase la
figura 1;

- los puntos de datos de las variables 13 que son heterocigotos en el ADN materno (ABaa, ABab, ABbb).

Se observa que multiples puntos de datos de las variables pueden tener la misma (o casi la misma) frecuencia
alélica, especialmente cuando son parte del mismo grupo. Esto significa que se ha medido (de manera muy préxima)
el mismo nimero de presencias de alelos para ellos, en relacién al nimero total de lecturas.

También se observa que, en las figuras 1y 2, Los puntos de datos de las variables con una mayor cobertura total de
lectura (mas cerca de la parte superior del grafico) tienen una frecuencia alélica mas precisa, simplemente porque
hay mas datos de medicion. Esta propiedad puede tenerse en cuenta al determinar la fiabilidad estadistica para un
punto de datos de las variables determinado.

Estimador de género de la fraccion homocigota (primer estimador de género)

Un primer estimador de género se calcula investigando la fraccién de puntos de datos de las variables que son
puramente homocigotos en la muestra para el cromosoma X y para al menos un cromosoma de referencia que no
incluye el cromosoma X/Y. En una realizacion preferida se pueden utilizar todos los cromosomas de referencia.

A partir de los resultados obtenidos de la medicién se calculan los siguientes parametros:

- el ndmero total de lecturas Dx en todos los puntos de datos de las variables del cromosoma X, es decir, el
numero total de presencias alélicas medidas para la primera pluralidad de marcadores genéticos del cromosoma
X;

- el numero total de lecturas Dxn en el cromosoma X, correspondiente a puntos de datos de las variables que son
puramente homocigotos, es decir, la frecuencia alélica es 0 o 1, dentro de un margen de error predeterminado,
es decir, los grupos 11A y 11B de las figuras 1y 2;

- el ndmero total de lecturas Dgr sobre todos los puntos de datos de las variables en al menos un cromosoma de
referencia (estos pueden ser todos los cromosomas excepto el cromosoma X y el cromosoma Y); es decir, el
numero total de presencias alélicas medidas para la segunda pluralidad de marcadores genéticos de al menos
un cromosoma de referencia;

- el numero total de lecturas Dgrh en al menos un cromosoma de referencia, correspondiente a puntos de datos de
las variables que son puramente homocigotos, es decir, una frecuencia alélica que es 0 o 1, dentro de un margen
de error predeterminado;

Para la muestra M, el siguiente conjunto de valores se obtuvo por el método (véanse en la figura 1 los puntos de
datos de las variables en el cromosoma X):

Dx = 227542 (dividido entre 390 amplicones),

Dxn = 162151 (dividido entre un subconjunto de 285 amplicones),
Dr = 883695 (dividido entre 1681 amplicones),

Drn = 491752 (dividido entre un subconjunto de 917 amplicones).

Para la muestra F, se identifica el siguiente conjunto de valores por el método (véase la figura 2 para los puntos de
datos de las variables en el cromosoma X):
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Dr = 942355 (dividido entre 1680 amplicones),

Drn = 541801 (dividido entre un subconjunto de 953 amplicones),

Dx = 255394 (dividido entre 391 amplicones),

Dxn = 143376 (dividido entre un subconjunto de 228 amplicones).
A continuacion, se calculan las siguientes fracciones:

- una primera fraccién Fx de lecturas para la primera pluralidad de marcadores genéticos, que se asocia con
marcadores genéticos puramente homocigotos:

Fx = Dxn / Dx,

- una segunda fraccion Fr de lecturas para la segunda pluralidad de marcadores genéticos, que se asocia con
marcadores genéticos puramente homocigotos:

FR = DRh / DR.
Un primer estimador preliminar de género puede calcularse como:

EHo = Fx/ FR.
En el caso de un feto del género femenino, hay dos copias presentes del cromosoma X y de al menos un
cromosoma de referencia. Por lo tanto, se espera que Enp sea 1. En caso de un feto del género masculino, solo hay
una copia del cromosoma X, pero dos copias de todos los cromosomas de referencia. Por lo tanto, se espera que

Eno sea mayor que 1. En otras palabras, el primer estimador preliminar de género permite estimar el género.

Para la realizaciéon ejemplar de la figura 1 (muestra M), las fracciones que son puramente homocigotas y el
estimador preliminar del género Eno pueden calcularse como:

Fx = Dxn/Dx 0 0,71,
Fr = Drw/Dr [ 0,55,
Eno = Fx/Fr 0 1,28.
Como Enp esta muy por encima de 1, se puede estimar que la muestra M es masculina.

Para la realizacion ejemplar de la figura 2 (muestra F), las fracciones que son puramente homocigotas y el estimador
preliminar del género Eno pueden calcularse como:

Fx = Dxn/Dx [ 0,56,

Fr = Drw/Dr [ 0,57,

Eno = Fx/Fr 0 0,97.
Como Eno es aproximadamente 1, se puede estimar que la muestra F es femenina.
Esto puede entenderse mas como se indica a continuacion. Dadas dos copias del cromosoma X, alelo REF Ay alelo
ALT B, hay cuatro combinaciones posibles diferentes de esos alelos para la madre que se espera que aparezcan:

AA, AB, BA, BB. En base al género del feto, las combinaciones anteriores pueden dividirse ain mas debido a la
presencia del ADN fetal:

1. Feto del género masculino (figura 1, muestra M): el contenido de ADN del cromosoma X consiste en dos
copias de la madre y una sola copia del feto heredada de la madre, en una cantidad igual a la mitad de la
fraccion fetal. Se pueden distinguir las siguientes combinaciones alélicas:

a. AAa, BBb: puramente homocigoto.
b. ABa, ABb, BAa, BAb: heterocigoto.

2. Feto del género femenino (figura 2, muestra F): el contenido de ADN del cromosoma X consiste en dos copias
de la madre y dos copias del feto, una de las cuales se hereda de la madre y otra se hereda del padre, con una
cantidad igual a la fraccion fetal. Se pueden distinguir los siguientes grupos:

a. AAaa, BBbb: puramente homocigoto.
b. AAab, BBab: pares de alelos homocigotos de origen materno y pares de alelos heterocigotos de origen
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fetal.
c. ABaa, ABab, ABba, ABbb, BAaa, BAab, BAba, BAbb: pares de alelos heterocigotos de origen materno.

A partir de lo anterior, se deduce que la primera fraccion esperada de los SNP puramente homocigotos en los
cromosomas X deberia ser mayor en el caso de un feto del género masculino que en el de un feto del género
femenino. Para un feto del género femenino, se espera que esta primera fraccion sea idéntica a la segunda fraccion
obtenida de los cromosomas no sexuales. Para un feto del género masculino, se espera que la primera fraccion sea
mas alta que la segunda.

El primer estimador preliminar de género Eno puede estandarizarse a un primer estimador de género En1 que se
espera que sea 0 para un feto del género femenino y 1 para un feto del género masculino:

En1 = (Eno- 1)/ (Ene - 1),
con un valor predictivo Exe para Eno en caso de un feto del género masculino.
Este valor predictivo Exe se puede obtener estimando el nivel de heterocigosidad de los SNP de la poblacion
utilizando la fraccion de SNP que se observa como heterocigota en el ADN de la madre en la muestra. Esta
estimacion se puede hacer de la siguiente manera. Se introducen las siguientes definiciones:
- el numero total Dgrhet de lecturas en al menos un cromosoma de referencia, correspondiente a los puntos de
datos de las variables que son heterocigotos en el ADN materno. Para los puntos de datos de las variables

heterocigotos, hay 8 posibilidades: ABaa, ABbb, ABab, ABba, BAaa, BAbb, BAab y BAba.

La fraccion de puntos de datos de las variables heterocigotos para al menos un cromosoma de referencia puede
calcularse como:

Frhet = Drhet / Dr.
Esto puede entenderse mas como se indica a continuacion. Supongamos que en promedio, €l alelo REF A puede
encontrarse en una fraccion Fa de todas las incidencias de un SNP y el alelo ALT en una fraccién Fg = 1 - Fa. Si se
hace una generalizacién que establece que todos los SNP de los puntos de datos de las variables comparten la
misma fraccion Fa del alelo REF, se pueden estimar los niveles esperados de homocigosidad y heterocigosidad. El
nivel de homocigosidad, o de manera equivalente, el nivel de incidencia de las combinaciones AA, y BB se estima
por:
F2+F3 =F%+ (1—Fy%
El nivel de heterocigosidad, o de manera equivalente, el nivel de incidencia de las combinaciones AB, BA es

Frhet = 2FaFg - 2Fa(1 - Fa).

Las combinaciones AAa, BBb tienen el mismo nivel de incidencia que las combinaciones AA, BB. La aparicion de las
combinaciones AAaa, y BBbb es Fj + F} = F3 + (1 — F,)3. La incidencia de las otras combinaciones puede
estimarse de manera similar.

A partir de lo anterior, se deduce que un valor predictivo para Exg en caso de un feto del género masculino puede
estimarse como:

Eye = FA + (1 —Fa)?/F3 + (1 —Fp)3.

El método estima el valor de Fa a partir del nivel de heterocigosidad observado en al menos un cromosoma de
referencia Frnet, resolviendo la siguiente ecuacion de segundo grado y tomando la raiz mas grande:

2FA(1 - Fa) - Frret = 0.
Si no existe una raiz real, Fa se ajusta a 0,5.
Se puede ejecutar una primera clasificacion de género basada en Enq, utilizando un umbral fijo To (<= 0,5):
En1 < To : género femenino,
En1 2 Toand Exq £ 1 - To : desconocido,

En1 > 1 - To : género masculino.
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Para la muestra M, el primer estimador de género se puede calcular de la siguiente manera. Se determina el primer
Drnet: Drnet = 259134 (dividido entre 498 amplicones), y a continuacion se calcula la fraccion:

Frhet = Drhet/Dr O 0,29.
A partir de esta fraccién se puede calcular el valor predictivo Epe:
Fa 00,82,
Ene O 1,25.
El primer estimador de género se convierte entonces en:
Ex1 = (Ero- 1)/ (Ene - 1) 0 1,07.
En base a este valor, una primera clasificacién de la muestra M es masculina.

Para la muestra F, el primer estimador de género se puede calcular de la siguiente manera. Se determina el primer
Drret: Drnet = 250259 (dividido entre 436 amplicones), y a continuacion se calcula la fraccion:

Frhet = Drhet/Dr O 0,26.

A partir de esta fracciéon se puede calcular el valor predictivo Epe:

Fa 00,84,

Ene O 1,22.
El primer estimador de género se convierte entonces en:

Ent1 = (Eno- 1)/ (Ene - 1) 0 -0,10.

En base a este valor, una primera clasificacion de la muestra F es femenina.
La figura 3 ilustra un primer estimador de género Ex¢ (eje X) para un lote de muestras con diferentes fracciones
fetales (eje Y). Las muestras (cada punto representa una muestra) a la izquierda de la linea vertical 301 se
corresponden con un primer estimador que indica un feto del género femenino, y las muestras a la derecha de la

linea vertical 301 se corresponden con un primer estimador que indica un feto del género masculino.

Estimador de género de cobertura (segundo estimador de género)

Un segundo estimador de género se obtiene comparando la cobertura del cromosoma X con la cobertura de un
conjunto de al menos un cromosoma de referencia diferente de los cromosomas X e Y. Este conjunto puede ser el
mismo conjunto que el utilizado para determinar el primer estimador de género, o un conjunto diferente.

Los siguientes parametros se calculan a partir de los puntos de datos de las variables de una muestra i de un lote:

- el numero total de lecturas Dx; sobre todos los puntos de datos de las variables del cromosoma X, es decir, el
numero total de presencias alélicas medidas para la primera pluralidad de marcadores genéticos del cromosoma
Xy

- el numero total de lecturas Dgi en todos los puntos de datos de las variables en al menos un cromosoma de
referencia, es decir, el nimero total de presencias alélicas medidas para la segunda pluralidad de marcadores
genéticos de al menos un cromosoma de referencia.

A continuacion, se calcula una proporcion Nx; de las lecturas Dx; y Dri de la siguiente manera para la muestra i:

Nxi = Dx / Dri.
La proporcion Nx; puede calcularse para todas las muestras de un lote de analisis, por ejemplo, todas las muestras
secuenciadas durante un solo ensayo. A continuacion, se pueden seleccionar los valores Nx; para las muestras que
se determinaron como "femeninas" utilizando la primera clasificacién de género, y se pueden calcular parametros de
distribucién normal para esos valores, por ejemplo, un valor medio p y una desviacion estandar o.
En caso de que el nimero de muestras del lote de analisis que se clasificaron como "femeninas" sea demasiado

pequefio para obtener una estimacion fiable de la distribucidn, este conjunto puede aumentarse usando muestras

10
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clasificadas como "masculinas”, usando un valor corregido:

N'xi =Nx x 1/(1-FF/2).
con FF la fraccion fetal estimada de la muestra. La fraccion fetal puede estimarse usando una realizacion del método
divulgado en la solicitud de patente BE 2015/5460 en nombre del solicitante que se incluye en el presente

documento por referencia. También se pueden utilizar otros métodos existentes para estimar la fraccion fetal.

Utilizando esta distribucion, para todas las muestras i del lote de analisis se puede calcular un valor-z Zo;:

Para cada muestra, determinar Zy;, el valor esperado del valor-z bajo el supuesto de que la muestra es "masculina”.
Este valor se basa en la fraccion fetal estimada de la muestra:

7 FF
;= ==X —=.
Mi o 2
Un segundo estimador de género se calcula como:
Enz = Zoi / Zwi.

Se espera que este valor sea 0 para un feto del género femenino y 1 para un feto del género masculino.
Para las muestras M y F, la proporcion Nx; puede calcularse usando las formulas anteriores:

Nxm = 0,1225806583663057,
Nxr = 0,12775398163696797.

A continuacion, se calculan todos los valores Nxi para todas las muestras del lote de analisis. En la figura 4 se
muestran los valores Nx; de todas las muestras en funcién de su fraccion fetal FF. Las muestras clasificadas como
femeninas por el primer estimador de género En1 se muestran en un contorno 401 y las muestras clasificadas
preliminarmente como masculinas se muestran en un contorno 402.

Las muestras clasificadas como femeninas (es decir, los puntos en el contorno 401) se utilizan para determinar una
distribucién normal. Estas son las muestras para las cuales En1 < To. Estas muestras pueden encontrarse a la
izquierda de la linea de separacion vertical 301 en la figura 3.
En el ejemplo de las figuras 3 y 4, hay suficientes muestras femeninas para estimar con precision la distribucion
normal. Si este no fuera el caso, se pueden utilizar los valores N'x; para las muestras masculinas para estimar la
distribucion. Para la muestra M (con FF = 5,8%), esto significaria:

N'xm = Nxm % 1/ (1 - FF/2) = 0,12626348981879823.

La figura 5 muestra el efecto de la normalizacion de los valores Nxi a N'x; para las muestras clasificadas como
masculinas por el primer estimador de género.

En base a los valores Nx;, la distribucion normal se calcula con:

valor medio y = 0,12792346387904036, y
desviacion estandar o =0,0011732807075874412.

Utilizando esta distribucion, se calcula un valor-z Zoy = -4,55 para la muestra M y Zor = -0,14 para la muestra F. El
valor-z de todas las muestras del lote de analisis se muestra en la figura 6.

El valor esperado del valor-z bajo la suposicion de que la muestra es "masculina” para las dos muestras de ejemplo
son Zym = -3,18 y Zyr = -2,84. Usando ambos valores-z, la segunda estimacion de género de las muestras My F
son:

Muestra M:

Enz = Zom / Zmm = 1,43,

11
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Muestra F:
EH2 = ZOF / ZMF = 0,05.
Los valores del segundo estimador de género para todas las muestras del lote de analisis se muestran en el eje x de
la figura 7. Las muestras clasificadas como femeninas se muestran en un contorno 701 y las muestras clasificadas

como masculinas se muestran en un contorno 702.

Estimador de género combinado

Tanto el primero como el segundo estimador de género pueden combinarse en un solo estimador conjunto.

En el caso de un feto del género femenino, se espera que el par de estimadores combinados tenga los siguientes
valores:
(En1,En2) = (0,0).

En caso de un feto del género masculino, se espera que el par de estimadores combinados tenga los siguientes
valores:
(Ent,En2) = (1,1).

Para una muestra especifica, se pueden calcular las distancias euclidianas entre los pares de valores observados
del estimador y ambos pares de valores esperados:

D = ,’E12-11+E12;12

Dy = v/ By — D)2 + (Egyp — 1)?

A partir de esto, un Unico estimador combinado se calcula como

Ey =Dy - DF)/‘/z
Se espera que este valor sea -1 para un feto del género masculino y +1 para un feto del género femenino.

Usando el estimador de género final, una estimacion final puede realizarse de la siguiente manera, usando un
umbral predeterminado T (= 0):

En < -T : género masculino,
En=-TyEn<+T : desconocido,
En > +T : género femenino.
Los estimadores de género dieron como resultado valores (1,07, 1,43) para la muestra M y valores (-0,10, 0,05) para
la muestra F. La figura 8 muestra los valores de ambos estimadores para todas las muestras del lote de analisis. Las
muestras cuyos valores del estimador estan centrados en torno a (0,0) se clasificaran como femeninas y se
muestran en un contorno 801. Las muestras cuyos valores del estimador estan centrados alrededor de (1,1) se
clasificaran como masculinas y se muestran en un contorno 802.
Finalmente, se puede calcular un valor del estimador combinado para las muestras M y F:
Muestra M:
En =-0,95,
Muestra F:
En = 0,94.
En base a estos valores y al umbral T=0,3, la muestra M se clasifica como masculina y la muestra F como femenina.
El valor de Ex para todas las muestras del lote de analisis de ejemplo se muestra en la figura 9. Las muestras
clasificadas como femeninas se muestran en el lado izquierdo de la linea vertical 901, y las muestras clasificadas
como masculinas se muestran en el lado derecho de la linea vertical 902. Cualquier punto de muestra entre las

lineas 901 y 902 (ninguna estaba presente en el presente ejemplo) se clasificaria como desconocido. El valor de
umbral T se determiné empiricamente utilizando un gran conjunto de datos.
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La figura 10 ilustra una realizacién de un sistema de la invencion para estimar el género de un feto de una hembra
embarazada. El sistema comprende un dispositivo de medicion 1001, un médulo de determinaciéon 1002 y un modulo
de estimacion 1003. El dispositivo de medicion 1001 esta configurado para medir las presencias alélicas (Dx) para
una primera pluralidad de marcadores genéticos del cromosoma X y las presencias alélicas (Dgr) para una segunda
pluralidad de marcadores genéticos de al menos un cromosoma de referencia, diferente de los cromosomas X e Y,
en una muestra de ADN libre de células de una hembra embarazada. El médulo de determinacion 1002 esta
configurado para determinar una primera fraccion (Fx) de dicha presencia alélica medida para dicha primera
pluralidad que se asocia a marcadores genéticos puramente homocigotos, y una segunda fraccion (Fr) de dicha
presencia alélica medida para dicha segunda pluralidad que se asocia a marcadores genéticos puramente
homocigotos. EI médulo de estimacion 1003 esta configurado para estimar el género de dicho feto a partir de dicha
primera y segunda fraccion. La estimacion puede realizarse de acuerdo con cualquiera de las realizaciones
ejemplares descritas anteriormente.

Un experto en la materia reconoceria facilmente que los pasos de varios métodos descritos anteriormente pueden
realizarse por ordenadores programados. En el presente documento, se pretende que algunas realizaciones
abarquen dispositivos de almacenamiento de programas, por ejemplo, medios de almacenamiento de datos
digitales, que son legibles para una maquina u ordenador y codifican programas de instrucciones ejecutables por
una maquina o por un ordenador, en donde dichas instrucciones realizan algunos o todos los pasos de dichos
métodos descritos anteriormente. Los dispositivos de almacenamiento de programas pueden ser, por ejemplo,
memorias digitales, medios de almacenamiento magnéticos tales como discos y cintas magnéticas, discos duros o
medios de almacenamiento de datos digitales de lectura optica. Se pretende que las realizaciones también abarquen
ordenadores programados para realizar dichos pasos de los métodos descritos anteriormente.

Las funciones de los distintos elementos que se muestran en las figuras, incluyendo los bloques funcionales
etiquetados como "médulos”, pueden proporcionarse mediante el uso de hardware dedicado, asi como de hardware
capaz de ejecutar un software en asociacion con el software apropiado. Cuando se proporcionan por un procesador,
las funciones pueden proporcionarse por un solo procesador dedicado, por un solo procesador compartido o por una
pluralidad de procesadores individuales, algunos de los cuales pueden ser compartidos. Ademas, no debe
considerarse que el uso explicito del término "mddulo” se refiera exclusivamente al hardware capaz de ejecutar
software, y puede incluir implicitamente, sin limitacion, hardware del procesador de sefales digitales (DSP),
procesador de red, circuito integrado de aplicacion especifica (ASIC), matriz de puertas logicas programable en
campo (FPGA), memoria de solo lectura (ROM) para almacenar el software, memoria de acceso aleatorio (RAM) y
almacenamiento no volatil. También se puede incluir otro hardware, convencional y/o personalizado.

Aunque que los principios de la invenciéon han sido establecidos anteriormente en conexiéon con realizaciones

especificas, debe entenderse que esta descripcion se hace simplemente a modo de ejemplo y no como una
limitacion del alcance de proteccion que se determina por las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES
1. Un método para estimar el género de un feto de una hembra embarazada, comprendiendo dicho método:

- medir presencias alélicas (Dx) para una primera pluralidad de marcadores genéticos del cromosoma X y
presencias alélicas (Dr) para una segunda pluralidad de marcadores genéticos de al menos un cromosoma de
referencia, diferente de los cromosomas X e Y, en una muestra de ADN libre de células de una hembra
embarazada; representando cada presencia alélica la presencia en un marcador genético de al menos uno de:
un alelo de referencia de origen materno o fetal, y un alelo alternativo de origen materno o fetal;

- en base a dichas presencias alélicas medidas para dicha primera pluralidad, determinar una primera fraccién
(Fx) de las mismas que se asocia a marcadores genéticos puramente homocigotos;

- en base a dicha medida de las presencias alélicas para dicha segunda pluralidad, determinar una segunda
fraccion (Fr) de las mismas que se asocia a marcadores genéticos puramente homocigotos; y

- estimar el género de dicho feto en base a dicha primera y segunda fraccién, en donde una primera fraccion mas
alta en comparacion con la segunda fraccion es indicativa de un feto del género masculino y donde una primera
fraccion aproximadamente igual en comparacion con la segunda fracciéon es indicativa de un feto del género
femenino.

2. El método de la reivindicacién 1, en donde la determinacién de la primera fraccién comprende:

- en base a dichas presencias alélicas medidas en la primera pluralidad de marcadores genéticos, calcular un
numero correspondiente de frecuencias alélicas para dicha primera pluralidad;

- determinar como la primera fracciéon la fraccién de dichas presencias alélicas medidas para las cuales la
frecuencia alélica es 0 o 1 dentro de un margen de error predeterminado;

ylo
en donde la determinacioén de la segunda fracciéon comprende:

- en base a dichas presencias alélicas medidas para la segunda pluralidad de marcadores genéticos, calcular un
numero correspondiente de frecuencias alélicas para dicha segunda pluralidad;

- determinar como segunda fraccion la fraccion de dichas presencias alélicas medidas para las cuales la
frecuencia alélica es 0 o 1 dentro de un margen de error predeterminado.

3. El método de la reivindicacion 1 o 2, en donde la estimacién comprende:
estimar un primer estimador de género utilizando una proporcién entre la primera fraccion (Fx) y la segunda fraccion
(Fr).

4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde los pasos de medicion y determinacion
se realizan para un lote que comprende una pluralidad de muestras; en donde para cada muestra del lote, se
calculan la primera y la segunda fraccion; y en donde el paso de estimacion del género se basa ademas en dicha
primera y segunda fraccion de cada muestra.

5. El método de la reivindicacion 4, en donde el paso de estimar un género comprende:

determinar un primer estimador de género (En1) para cada muestra en base a dicha primera y segunda fraccion
para dicha muestra; para cada muestra para la cual el primer estimador de género indica que el género del feto
es femenino, determinar una proporcion (Nx;) entre las presencias alélicas medidas de la primera pluralidad y las
presencias alélicas medidas de la segunda pluralidad de marcadores genéticos, y determinar los parametros de
distribucién estadistica de dicha pluralidad de proporciones para dichas muestras asociadas a un primer
estimador de género que indica que el feto es femenino;

utilizando dicha distribucion estadistica para determinar un segundo estimador de género, opcionalmente en
donde el paso de estimar un género comprende ademas: determinar un estimador de género combinado
utilizando dicho primer y segundo estimador de género.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el paso de estimar un género comprende el
calculo de un primer estimador de género Ex1 que se espera que sea aproximadamente O para un feto del género
femenino y aproximadamente 1 para un feto del género masculino, como sigue:
En1 = (Eno-1)/ (Ene - 1),
con
Eno = Fx/ Fr;
siendo Fx la primera fraccion;

siendo Fr la segunda fraccion; y
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siendo Ene un valor predictivo para Exo en caso de un feto del género masculino,

opcionalmente, en donde el paso de estimar un género comprende el calculo de un segundo estimador de género
Eno para la muestra como

5
Enz = Zoi ! Zwmi,
siendo Zo; un valor-z calculado para la muestra i de un lote de analisis como:
Ny, —u
Lo =
o
10
siendo Zy; un valor esperado de valor-z bajo la suposicion de que la muestra i es "masculina”:
u FF
Lyi=——X—
Mi o 2

siendo FF una fraccion fetal calculada de la muestra i,

15 siendo p un valor medio y o una desviacidon estandar calculada para los valores Nx; para una pluralidad de
muestras de un lote que se determinaron "femeninas" utilizando el primer estimador de género,
siendo Nx; una relacién entre las presencias alélicas medidas de una primera pluralidad de marcadores genéticos
del cromosoma X y las presencias alélicas medidas de una segunda pluralidad de marcadores genéticos de un
cromosoma de referencia, para una muestra i.

20

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores:

a) en donde la muestra es sangre materna, plasma, orina, liquido cefalorraquideo, suero, saliva o es fluido de
lavado transcervical;

25 b) en donde dicha etapa de medicién comprende al menos una de los siguientes: reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), reaccion en cadena de la ligasa, amplificacion basada en la secuencia de acidos nucleicos
(NASBA) y métodos de ADN ramificado; y preferentemente PCR; y/o
(c) comprendiendo ademas el suministro de la muestra in vitro.

30 8. Un sistema para estimar el género de un feto de una hembra embarazada, comprendiendo dicho sistema:

- un dispositivo de medicion configurado para medir presencias alélicas (Dx) para una primera pluralidad de
marcadores genéticos del cromosoma X y presencias alélicas (Dr) para una segunda pluralidad de marcadores
genéticos de al menos un cromosoma de referencia, diferente de los cromosomas X e Y, en una muestra de
35 ADN libre de células de una hembra embarazada; representando cada presencia alélica la presencia en un
marcador genético de al menos uno de: un alelo de referencia de origen materno o fetal, y un alelo alternativo de
origen materno o fetal;
- un moédulo de determinacion configurado para determinar una primera fraccion (Fx) de dichas presencias
alélicas medidas para dicha primera pluralidad que se asocia a marcadores genéticos puramente homocigotos, y
40 una segunda fraccion (Fr) de dichas presencias alélicas medidas para dicha segunda pluralidad que se asocia a
marcadores genéticos puramente homocigotos;
- un modulo de estimacion configurado para estimar el género de dicho feto a partir de dicha primera y segunda
fraccion, en donde una primera fraccién mas alta en comparacion con la segunda fraccién es indicativa de un
feto del género masculino y en el que una primera fraccion aproximadamente igual en comparaciéon con la
45 segunda fraccion es indicativa de un feto del género femenino

9. El sistema de la reivindicacion 8, en donde el médulo de determinacioén esta configurado para:

- en base a dichas presencias alélicas medidas en la primera pluralidad de marcadores genéticos, calcular un
50 numero correspondiente de frecuencias alélicas para dicha primera pluralidad;

- determinar como la primera fracciéon la fraccién de dichas presencias alélicas medidas para las cuales la

frecuencia alélica es 0 o 1 dentro de un margen de error predeterminado;

y/o para:
55
- en base a dichas presencias alélicas medidas para la segunda pluralidad de marcadores genéticos, calcular un
numero correspondiente de frecuencias alélicas para dicha segunda pluralidad;
- determinar como segunda fraccion la fraccion de dichas presencias alélicas medidas para las cuales la
frecuencia alélica es 0 o 1 dentro de un margen de error predeterminado.
60

10. El sistema de la reivindicacion 8 o 9, en donde el médulo de estimacion esta configurado para:
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estimar un primer estimador de género utilizando una proporcién entre la primera fraccion (Fx) y la segunda fraccion
(Fr).

11. El sistema de una cualquiera de las reivindicaciones 8-10, en donde el dispositivo de medicion y el médulo de
determinacion estan configurados para realizar la medicion y la determinaciéon para un lote que comprende una
pluralidad de muestras, en donde para cada muestra del lote, se calculan la primera y la segunda fraccién; y en
donde el moédulo de estimacion se configura para estimar el género en base a dicha primera y segunda fraccion de
cada muestra.

12. El sistema de la reivindicacion 11, en donde el médulo de estimacion esta configurado para estimar un género
mediante:

la determinacion de un primer estimador de género (Ens) para cada muestra en base a dicha primera y segunda
fraccion para dicha muestra; para cada muestra para la cual el primer estimador de género indica que el género
del feto es femenino, la determinacion de una proporcion (Nx) entre las presencias alélicas medidas de la
primera pluralidad y las presencias alélicas medidas de la segunda pluralidad de marcadores genéticos, y la
determinaciéon de los parametros de distribucién estadistica de dicha pluralidad de proporciones para dichas
muestras asociadas a un primer estimador de género que indica que el feto es femenino;

utilizando dicha distribucion estadistica para determinar un segundo estimador de género; y, opcionalmente, la
determinacion de un estimador de género combinado utilizando dicho primer y segundo estimador de género.

13. El sistema de una cualquiera de las reivindicaciones 8-12, en donde el médulo de medicion esta configurado
para medir las presencias alélicas utilizando al menos una de las siguientes: reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), reaccion en cadena de la ligasa, amplificacion basada en la secuencia de acidos nucleicos (NASBA) y
métodos de ADN ramificado; y, preferentemente, PCR.

14. Un programa informatico que comprende instrucciones ejecutables por ordenador para realizar, cuando el
programa se ejecuta en un ordenador, al menos el paso de estimar el género del método de una cualquiera de las
reivindicaciones 1-7.

15. Un medio de almacenamiento de datos digitales que codifica un programa de instrucciones ejecutables por una

maquina para realizar al menos el paso de estimacion del género del método de una cualquiera de las
reivindicaciones 1-7.
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