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DESCRIPCION
Evaluacién de embriones previa a la implantacion a través de la deteccion de ADN embrionario libre

De acuerdo con los datos de GeoHive, hasta septiembre de 2014, el tamafio de la poblaciéon mundial era de alrededor
de 7.200 millones y este nimero esta aumentando (www.geohive.com), la tasa de crecimiento promedio es de
alrededor del 1,10% anual.

Por el contrario, los paises desarrollados muestran tendencias demograficas negativas. A pesar de los llamamientos
internacionales para la prevencion y el tratamiento adecuado de la infertilidad, esta condicién se esta volviendo mas
comun en todo el mundo desarrollado. La disminucién del estandar de salud general de la poblacion (obesidad,
incidencia creciente de enfermedades de transmision sexual que afectan los érganos reproductivos) puede, al menos
parcialmente, ayudar a explicar el aumento de la infertilidad. Ademas, el aplazamiento de tener el primer hijo también
se esta volviendo cada vez mas comun. Juntas, estas consideraciones sociales y de salud significan que el nimero
de casos de infertilidad estd aumentando.

Desde el primer trabajo innovador sobre fertilizacion in vitro (IVF), la tecnologia de reproduccién asistida (ART) ha
hecho un progreso considerable para superar la infertilidad y baja fertilidad humana (Gnoth et al., 2005; Habbema et
al., 2009). Hoy en dia, 3-4% del total de nacimientos se conciben mediante procedimientos de reproduccién asistida.
A pesar de algunos sorprendentes avances teoricos y tecnolégicos logrados por ART (Wang y Sauer, 2006), la
implementacion practica del concepto de "bebé sano" aun plantea desafios unicos (Arce et al., 2013). La tasa de éxito
del procedimiento es de solo alrededor del 30-34%. Debido a la evidencia de que la transferencia de embriones
multiples aumenta el riesgo de resultados perinatales adversos (Hansen et al., 2005), mejorar la confiabilidad de los
embriones competentes en implantacion se enfatiza cada vez mas en la practica clinica. Las dificultades encontradas
en la seleccién de los embriones mas viables estan fuertemente asociadas tanto a la inconsistencia de los resultados
obtenidos por diferentes biomarcadores como al conocimiento limitado de los antecedentes multifactoriales del
desarrollo embrionario.

Es ampliamente aceptado que la muerte celular programada juega un papel importante en la etapa temprana de la
embriogénesis, sin embargo, el vinculo entre la apoptosis, el grado de fragmentacion del embrién y del ADN aun no
se ha dilucidado definitivamente (Fujimoto et al., 2011).

En la practica clinica actual de ART, los embriones se seleccionan para transferencia en gran medida en base a la
evaluacion morfolégica. A pesar de que existe una fuerte correlacion entre la morfologia del embrién y la tasa de
implantacion (Vernon et al., 2011), la evaluacion visual de la calidad del embridn sigue siendo problematica en términos
de (I) ndmero y propiedades interrelacionadas (jerarquia) de las variables de prondstico; (Il) consecuencias
desconocidas de los fenotipos dismorficos; (lll) observacién discontinua de un proceso dinamico; (V) limitaciones de
la microscopia tradicional que extrae datos cuantitativos de imagenes; (V) la variedad de los sistemas de puntuacion
existentes y también sus sesgos podrian afectar dramaticamente la comparabilidad y confiabilidad de la prediccion
(Balaban et al., 2011; Machtinger y Racowsky, 2013).

Para superar las limitaciones y discrepancias derivadas de la clasificacion morfolégica, el desarrollo de métodos
moleculares alternativos no invasivos son de interés.

Los avances metodolégicos y la innovacién en las técnicas existentes tales como la hibridacion fluorescente in situ
(FISH), la PCR en tiempo real y la hibridacién genémica comparativa basada en matriz (aCGH) tienen el potencial de
hacer una contribuciéon importante a la investigacion cualitativa y cuantitativa. Los enfoques basados en secuenciacion
de préxima generacion (NGS) (como secuenciacion de escopeta masivamente paralela (MPSS), secuenciacion
dirigida, secuenciacion SNP) brindan una oportunidad excepcional para identificar anomalias estructurales y
numéricas de cromosomas completos.

Muchas areas de la biologia tienen una larga tradicion en la utilizacién de marcadores moleculares tales como
parametros metabdlicos, proteinas secretadas, sin embargo, el descubrimiento histérico del ADN libre de células abrid
nuevas herramientas para el diagndstico molecular no invasivo.

El valor de prondstico del ADN libre de células se ha informado en diversas condiciones de enfermedad (Holdenrieder
y Stieber, 2009), y también como parte de las pruebas prenatales no invasivas (NIPT). Sin embargo, la implementacion
del diagnéstico basado en ADN libre de células sigue siendo un tema de debate, en gran parte debido a la falta de un
estandar dorado en la extraccién de ADN y en la caracterizacion de ADN fragmentado. Los artefactos biolégicos como
la adicion de nucledtidos sin plantilla, microvariantes, patrones trialélicos, alelos nulos, abandono alélico podrian
conducir a un genotipado incorrecto del individuo.

Varias lineas de evidencia sugieren que el perfil genético de los medios de cultivo embrionarios consumidos deberia
ofrecer una oportunidad excepcional para la evaluacion no invasiva de la viabilidad embrionaria (Stigliani et al., 2013).
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Se ha establecido que las anormalidades cromosémicas contribuyen significativamente a las enfermedades genéticas
que resultan en pérdida reproductiva, infertilidad, mortinatos, desarrollo sexual anormal. Estan presentes en al menos
el 50% de los abortos espontaneos, el 6% de los mortinatos, aproximadamente el 5% de las parejas con dos o mas
abortos esponténeos y aproximadamente el 0,5% de los recién nacidos. En mujeres de 35 afios o més, las anomalias
cromosdémicas se detectan en aproximadamente el 2% de todos los embarazos. Las parejas que participan en los
procesos de ART se ven afectadas con mayor frecuencia por anormalidades cromosomicas numéricas y/o
estructurales conocidas o latentes, y hay un aumento significativo en las aberraciones cromosémicas sexuales y
autosdmicas nuevas después de ART (Devroey et al., 2004).

Las aneuploidias cromosoémicas clinicamente significativas mas comunes se definen como un nimero anormal de
cromosomas y pueden involucrar a los cromosomas autosémicos o sexuales. La mayoria de las aneuploidias
cromosémicas no son viables, lo que lleva a un aborto espontaneo temprano. Sin embargo, un subconjunto puede
sobrevivir hasta el periodo del recién nacido y mas alla, incluida la trisomia 21 (sindrome de Down), la trisomia 18
(sindrome de Edwards) y la trisomia 13 (sindrome de Patau). Juntas, estas ocurren en aproximadamente 1 de cada
450 nacimientos vivos). Cuando se incluyen aneuploidias cromosdmicas sexuales, tales como la monosomia X
(sindrome de Turner), esto aumenta a aproximadamente 1 de cada 250 nacimientos vivos. En general, la trisomia 21
es la aneuploidia al nacer mas frecuente y la causa congénita mas frecuente de retraso mental (Gardner et al., 2012).
Otras aneuploidias, incluidas las trisomias 13 y 18, se asocian con una morbilidad clinica significativa y una alta tasa
de mortalidad neonatal. Por lo tanto, la identificacion de estos fetos al principio del embarazo proporcionaria a las
madres/padres el tiempo suficiente para considerar las opciones de reproduccién. Los desequilibrios cromosémicos
numéricos a menudo (no siempre) estan relacionados con anomalias cromosdmicas estructurales tales como
reordenamientos equilibrados (Robertsonianos) y desequilibrados. Los portadores desequilibrados siempre estan
asociados con anormalidades clinicas debido a su desequilibrio genético inherente. Mientras que los pacientes que
son portadores equilibrados tienen un riesgo dramaticamente elevado de producir gametos con un ndmero incorrecto
de cromosomas.

El primer uso clinico de las pruebas genéticas prenatales a principios de la década de 1990 se aplicé para determinar
el sexo fetal usando ensayos basados en PCR especificos para el cromosoma Y (Handyside et al., 1990). La
determinaciéon del sexo fetal se ofrece para los portadores con alto riesgo de transmitir un trastorno recesivo
relacionado con X (tal como la hemofilia A; B, distrofia muscular de Duchenne o Becker, ceguera al color rojo-verde,
etc.) y para portadores de anormalidades relacionadas con Y (tal como eliminaciones del AZF, retinitis pigmentosa,
daltonismo, sindrome de XYY). En tales casos, la determinacion del sexo antes de la implantacion brinda la
oportunidad de transferir embriones femeninos sanos.

El documento W02013/116889 describe una discusion tedrica sobre el analisis de acido nucleico fetal libre de células
y sugiere que FISH lleve a cabo la deteccion.

El documento WO2014/116881 describe la determinacién de la alteracion de la copia gendmica a partir de ARN aislado
de vesiculas presentes en el medio de cultivo de embriones.

Assau et al., (Medical Hypotheses, vol. 83 no. 4, paginas 506-508, 2014) describen que los genes relacionados con Y
pueden detectarse en el medio de cultivo de embriones masculinos pero no en embriones femeninos.

El documento W02014/202696 describe que la amplificacién nucleica de ADN libre de células puede usarse para la
determinacion del sexo, mencionando especialmente los genes TSPY1 relacionados con el cromosoma Y (proteina
especifica del testiculo, isoforma 1 relacionada con Y) y RPS4Y1 (proteina ribosémica S4, isoforma 1 relacionada con
Y).

La apoptosis se caracteriza por un conjunto de eventos morfolégicos y bioquimicos, entre los cuales ocurre la aparicion
de la fragmentacion de ADN de alto peso molecular y oligonucleosémico.

Para evitar concluir informacion genética falsa del embridon debido a la mala calidad del ADN fetal libre de células,
debe tenerse en cuenta la evaluacién de la calidad.

Basado en observaciones en ciencia forense, el anadlisis de repeticién cortas en tdndem (STR) proporciona un
tecnologia capaz para la evaluacion de la calidad del ADN degradado. Las repeticiones cortas en tandem (STR),
también conocidas como microsatélites, son secuencias de ADN repetidas en tdndem generalizadas en todo el
genoma humano. El nimero de repeticiones puede variar de 3 a mas de 50 repeticiones con una estructura
extremadamente polimérfica, lo que las convierte en marcadores genéticos importantes para las pruebas de identidad
humana. Las unidades repetidas tienen una longitud de 2-6 pb y se amplifican facilmente durante la PCR mediante el
uso de cebadores que se unen en regiones conservadas del genoma que flanquean la region repetida. La deteccion
de marcadores multiples (13-16 marcadores de STR) a la vez proporciona una huella genética de la persona. Los
marcadores de STR proporcionan ventajas considerables sobre los métodos utilizados anteriormente para la toma de
huellas digitales del ADN, incluida la capacidad de obtener resultados de pequefias cantidades y muestras de ADN
degradadas.
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En la actualidad, el estandar de atencién para mujeres embarazadas en paises desarrollados implica la discusion de
las diversas opciones de diagndstico prenatal, que incluyen la deteccion no invasiva y los métodos de diagnéstico
invasivos. Por lo tanto, todavia existe la necesidad en la técnica de proporcionar una prueba no invasiva y altamente
precisa para aumentar las tasas de éxito de ART.

La presente descripcion tiene como objetivo proporcionar procedimientos precisos y reproducibles para el diagnéstico
genético previo a la implantacion, analizando acidos nucleicos libres de células (ADN, ARN, miARN) liberados por el
embrién en el medio de cultivo en el tercero (8-10 células) y el quinto (blastocisto) dias de incubacién. La evaluacion
de los embriones se habilita mediante la deteccidon del contenido de ADN libre de células del tercer y quinto dia
consumido por el medio embrionario usando el ensayo de PCR TagMan dirigido. En realizaciones especificas, la
prevalencia del cromosoma Y en el medio consumido por los embriones masculinos se demostré aplicando un analisis
genético dirigido al gen DYS14 idéntico al cromosoma Y. De acuerdo con los resultados, el contenido de &cido nucleico
libre de células del medio consumido por los embriones proporciona un enfoque novedoso para las pruebas genéticas
de no invasivas previas al implante.

En otro aspecto, la descripcion divulga el empleo de las tecnologias de deteccion disponibles para identificar las STR,
también se puede evaluar el contenido de acido nucleico libre de células del medio consumido por los embriones.
Teniendo en cuenta que la tecnologia de deteccion de las STR permite la deteccion vy tipificacion de cantidades bajas
y ADN degradado, los resultados de las STR, tales como los electroferogramas, podrian proporcionar informacion de
la calidad de las muestras del medio de cultivo embrionario. En otro aspecto, la aneuploidia del embrién puede
evaluarse mediante la aplicacion de técnicas de secuenciacion del genoma completo. De hecho, es un hallazgo muy
sorprendente que tal analisis de los fragmentos de ADN libres de células del medio de cultivo de un embrién de 3 a 5
dias de edad proporciona resultados validos que se correlacionan directamente con la calidad/posterior viabilidad del
embrion.

Por consiguiente, la presente invenciéon proporciona un método in vitro para la evaluaciéon no invasiva previa a la
implantacion de un embrién, que comprende

a) proporcionar una muestra tomada del medio de cultivo in vitro del embridn en el tercer dia de incubacion;

b) someter la muestra a amplificacién de acido nucleico con cebadores especificos para una secuencia de interés
indicativa de una deficiencia genética;

c) detectar el acido nucleico amplificado por PCR,

en el que la presencia del acido nucleico amplificado del medio de cultivo sugiere la presencia de la secuencia
correspondiente en el embrién cultivado en dicho medio, permitiendo asi la evaluacion previa a la implantacion del
embrién con respecto a la secuencia de interés,

en el que se evalua que el embridn tiene una deficiencia genética si se detecta la presencia de la secuencia de interés
en el medio de cultivo in vitro del embrion.

En una realizacion, la amplificacion nucleica es PCR en tiempo real.
En otra realizacion, la deteccion incluye detectar marcadores fluorescentes.

En una realizacién adicional, la secuencia de interés es un gen y/o un alelo del mismo y/o una variante del mismo que
porta una mutacion especifica.

En otra realizacion preferida, el gen esta ubicado en el cromosoma Y.
En otra realizacion, se sabe que el gen esta implicado en trastornos del desarrollo.

En un aspecto adicional de la invencién, el método implica llevar a cabo una secuenciacion completa del genoma
basada en amplificacién lineal, en la que la presencia de aneuploidia es indicativa de que un embrién tiene una
probabilidad limitada de resultar en un embarazo exitoso.

En una realizacién preferida, la aneuploidia se evalua mediante pruebas z.

La divulgacién de Stigliani et al., (2013) sobre el ADN nuclear y mitocondrial liberado por el embrion en el medio de
cultivo puede considerarse como la técnica anterior mas cercana. Sin embargo, es claro a partir de los hallazgos
presentados en este documento que no se puede establecer una correlacion positiva entre la puntuaciéon del embrion
y los perfiles de ADN. No hay indicios de que genes especificos o deficiencias genéticas puedan detectarse y/o
identificarse basandose en la presencia de ADN libre de células obtenido de los medios de cultivo de embriones.

Se cree que los embriones con cromosomas anormales explican una proporcién significativa de los ciclos fallidos de
IVF. Sin embargo, las tasas de falsos negativos (12-23%) y las tasas de falsos positivos (1,9-5,2%) de los métodos no
invasivos tradicionales utilizados actualmente (como ultrasonido y marcadores de suero materno) y procedimientos
invasivos (como amniocentesis 0 muestreo de vellosidades coridnicas) son altos (Brynn Levy, 2013). Esto, junto con
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el alto riesgo de aborto involuntario de procedimiento después de procedimientos invasivos (1 de cada 300 casos)
propone la necesidad de desarrollar nuevos métodos genéticos no invasivos precisos y confiables para la evaluacion
de la viabilidad de los embriones antes de la transferencia materna.

En este estudio usando el ensayo idéntico del gen de beta globina, se probé la prevalencia de ADN libre de células en
medio embrionario consumido de 3 dias y 5 dias. Después de esta verificacion, se verificd y confirmé la prevalencia
del cromosoma Y en gotitas embrionarias "masculinas" de 3 dias y 5 dias usando un ensayo idéntico de DYS14. Como
prueba adicional de la presente invencion, se llevo a cabo la identificacion de otros genes/mutaciones autosémicas.
Estos ejemplos especificos son los que podrian mostrar un vinculo con ciertas enfermedades genéticas como el gen
de fibrosis cistica/CFTR o genes/mutaciones que podrian tender a desarrollar cierta enfermedad como el gen de la
protrombina, el gen de Leiden (trombosis), el gen 1 de resistencia a multiples farmacos (mdr1) (resistencia a la
terapia). En este estudio se verifico la prevalencia de ciertos genes autosémicos tal como el gen de la protrombina, el
gen de Leiden y el gen de mdr1 en el medio embrionario consumido de 3 dias y 5 dias usando el ensayo de genes
idéntico SYBRgreen y el analisis de la curva de fusion.

De acuerdo con estos resultados, el perfil genético del contenido de acido nucleico libre de células (ADN, ARN, miARN)
del medio embrionario consumido del 3er y 5to dias, podria proporcionar una nueva oportunidad de deteccién genética
previa a la implantacién para aumentar las tasas de éxito de ART. Se describe el uso de perfiles de STR para
caracterizar el ADN libre de células de los cultivos embrionarios. Aunque la metodologia se desarroll6 para el analisis
forense de muestras de acido nucleico escasas, su utilidad es cuestionable en muestras de ADN libre de células
embrionarias. El estado de la técnica no tiene informacién al respecto.

La presente descripcidon establece una descripcion clara de que la metodologia de ensayo forense estandar es
aplicable en muestras derivadas de procedimientos de ART estandar. Como se detalla en los ejemplos, los perfiles de
STR obtenidos de las muestras de ART son Utiles para proporcionar una diferenciacion clara entre ADN de buena y
mala calidad, por lo tanto, ayudan a decidir si se puede o no intentar una prueba adicional.

En un tercer aspecto, la secuenciacién completa del genoma puede usarse para analizar el contenido de ADN libre de
células de muestras derivadas de medios de cultivo embrionarios. En este aspecto, aunque el ADN libre de células
esta muy fragmentado y no se puede obtener informacion genémica completa en el sentido habitual, los presentes
inventores descubrieron que las muestras analizadas utilizando los protocolos detallados en el presente documento
proporcionan informacién crucial sobre el estado de la aneuploidia de una muestra. De acuerdo con la evaluacion
estadistica de los datos de NGS de todo el genoma, los embriones que portan aneuploidias letales se pueden filtrar
durante el periodo previo a la implantacion.

Ambos aspectos de la presente invencién son comunes en su capacidad para pronosticar efectivamente si un embrién
especifico es viable o no, es decir, tiene una buena posibilidad de desarrollo continuo. Es evidente que la presencia
de deficiencias genéticas puede tener consecuencias directas sobre el desarrollo posterior y la viabilidad del embrién.
En este contexto de la presente invencion, el término "deficiencia genética" se define como cualquier modificaciéon en
el genoma que resulta en mutaciones que se manifiestan en un fenotipo alterado. Ademas, un embrion "viable" se
define como un embridén que, después de la implantacion, se convierte en un feto sano y da como resultado un
embarazo exitoso. Cabe sefialar que un embrién aun puede ser "viable" si contiene una o mas "deficiencias genéticas".
Sin embargo, cuando el especialista puede elegir entre embriones con y sin "deficiencia genética”, la posibilidad de
implantar un embrién "viable" es mayor cuando se selecciona uno sin deficiencia genética.

Esta claro que ambos aspectos de la presente invencion se usan como un método no invasivo para evaluar la viabilidad
del embridn, usando muestras simples de medios de cultivo que se eliminan después de implantar los embriones que
crecen alli. Los procedimientos en si mismos son en su mayoria automatizados y pueden llevarse a cabo dentro de
periodos de tiempo razonables, lo que permite a los especialistas expertos en técnicas de ART tomar decisiones
informadas sobre la seleccion de los embriones, que brindan la mejor oportunidad para un embarazo exitoso en el
caso de cualquier paciente.

Breve descripcién de los dibujos
A continuacién se proporciona un breve resumen de cada una de las figuras:

La Figura 1 muestra un grafico de la amplificacion del gen de la beta globina y del gen DYS14 en medio de cultivo
embrionario masculino. Linea 1 (marrén): curva de amplificacion positiva del gen beta globina en medio de cultivo
embrionario masculino; linea 2 (azul): curva de amplificacién positiva del gen DYS14 en medio de cultivo embrionario
masculino; linea 3 (rojo): curva de amplificaciéon negativa del gen de beta globina en una muestra de control negativo;
linea 4 (verde): curva de amplificacion negativa del gen DYS14 en una muestra de control negativa.

La Figura 2 muestra un gréfico de amplificacién del gen de beta globina y del gen DYS14 en medio de cultivo
embrionario femenino. Linea 1 (azul): curva de amplificaciéon positiva del gen de beta globina en medio de cultivo
embrionario femenino; linea 2 (rosa): curva de amplificacion negativa del gen DYS14 en medio de cultivo embrionario
femenino; linea 3 (rojo): curva de amplificacion negativa del gen de beta globina en una muestra de control negativa;
linea 4 (verde): curva de amplificacion negativa del gen DYS14 en una muestra de control negativa.

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2796 224 T3

La Figura 3 muestra un grafico de amplificacion del gen de protrombina, el gen de Leiden y del gen de mdr1 en medio
de cultivo embrionario. Linea 1 (marrén oscuro): curva de amplificacion positiva del gen de Leiden en control humano;
linea 2 (gris): curva de amplificacion positiva del gen de mdr1 en control humano; linea 3 (marrén dorado): curva de
amplificacion positiva del gen de protrombina en control humano; linea 4 (rosa): curva de amplificacién positiva del
gen de mdr1 en medio de cultivo embrionario; linea 5 (gris claro): curva de amplificacion positiva del gen de
protrombina en medio de cultivo embrionario; linea 6 (marrdn): curva de amplificacion positiva del gen de Leiden en
medio de cultivo embrionario; linea7 (morado): control negativo.

La Figura 4 muestra un grafico del analisis de la curva de fusién del gen de protrombina, el gen de Leiden y el gen de
mdr1. Linea 1 (marrén oscuro): curva de fusion del gen de Leiden en control humano; linea 2 (marrén claro): curva de
fusién del gen de Leiden en medio embrionario consumido; linea 3 (azul): curva de fusidn del gen de protrombina en
control humano; linea 4 (marrén dorado): curva de fusidon del gen de protrombina en medio embrionario consumido;
linea 5 (morado): curva de fusion del gen de mdr1 en control humano; linea 6 (negro): curva de fusién del gen de mdr1
en medio embrionario consumido; linea 7 (azul claro): curva de fusién de control negativo.

La Figura 5 muestra electroferogramas representativos de perfiles de repeticion corta en tdndem (STR). Panel A,
muestra de control de un voluntario caucasico sano; panel B, electroferograma del embrién del dia 3; panel C,
electroferograma del embrion del dia 5. Los triangulos rojos indican el intervalo de cierto marcador cromosomico; las
lineas grises indican los lugares de los alelos ya descritos; las lineas rosa indican los lugares de los alelos hipotéticos.
La Figura 6, Panel A muestra la correlaciéon entre el tamafio de los marcadores de STR y la tasa de amplificacion;
panel B, comparacién de tamario y eficiencia de los loci individuales de STR.

La Figura 7 muestra graficos de cajas que reflejan la distribucion del indice de integridad del ADN total libre de células
(DF1) de los embriones del dia 3 y del dia 5. La linea horizontal dentro de la caja indica la mediana.

La Figura 8 muestra los datos NGS evaluados estadisticamente de los 3 tipos distintivos diferentes de ADN
embrionario. Las relaciones de lectura de secuenciacién autosdmica mapeada de casos de IVF individuales y la media
de los autosomas de control estan representados por cromosomas. Los paneles marcados con A representan el dia
3, mientras que con B corresponden al estado embrionario del dia 5. 1: embriones morfolégicamente no viables; 2:
embriones implantables sin éxito; 3: embriones sucesivamente implantables. Las lineas grises representan los
intervalos de confianza del 95% de las voluntarias sanas, las lineas discontinuas se refieren a los umbrales de relacion
artificial del embarazo exitoso. Los cuadrados negros (3A) y los triangulos (3B) muestran los valores de relacion de
embriones implantados con éxito, pero luego abortados espontaneamente.

Métodos y materiales
Aprobacion ética

El estudio fue revisado y aprobado por el Comité de Etica de la Universidad de Pécs (nimero de aprobacion: 5273-
2/2012/EHK). El consentimiento informado firmado se obtuvo de todos los pacientes que participaron en el estudio. La
investigacion se ajusta a los principios esbozados en la Declaracion de Helsinki.

Procesamiento de ovocitos y sistemas de cultivo de embriones.

El procedimiento de aspiracion de foliculos fue guiado por el sistema de ultrasonido Sono Ace 6000C (Samsung
Medison). Con el fin de reducir el pH potencial, la osmolalidad y los desequilibrios térmicos, se aplico medio G-MOPSMR
precalentado (Vitrolife) para el manejo de los ovocitos en la atmésfera ambiente. La denudacion de ovocitos
individuales se realizo enzimaticamente en HYASE-10XVR diluido (Vitrolife) de acuerdo con el método de gran volumen
recomendado en un manual de la serie G 6.0 (http://www.vitrolife.com). El dia de la recuperacion de ovocitos (Dia 0),
se realiz6 una ICSI en ovocitos maduros (metafase Il) de acuerdo con los procedimientos de inseminacion de rutina
de laboratorio (Bddis et al., 2010). Los ovocitos inyectados se cultivaron individualmente en medio secuencial
suplementado con albumina de suero humano (HSA) G-1TMv5 y G-2TMv5 (Vitrolife), optimizado para los procesos
de embriogénesis temprana durante los dias 1-3 y dias 3-5 respectivamente. El cultivo de embriones humanos en
microgotitas de medio de IVF se cubrié con aceite mineral y se incub6 a 37,0 °C en una atmésfera humidificada de
tres gases de 6% de COz2, 5% de Oz y 89% de NO: utilizando una incubadora de mesa (MINC).

Evaluacién de la calidad del embrién y recoleccién de muestras

Se evalud la fertilizacion normal microscdpicamente 15 a 20 horas después de la ICSI (dia 1) con la aparicién de dos
pronucleos, cuerpos polares y la disponibilidad de una vesicula germinal. La clasificacion de los embriones tempranos
(dia 3) se baso en el numero real de células (blastomeros), el grado de fragmentacion y la uniformidad del tamafio
celular especifico de la etapa. El dia 5, la evaluaciéon morfolégica de los blastocistos se calific6 de acuerdo con la
combinacién de desarrollo y grado de la masa celular interna (ICM) y el trofectodermo (TE) de acuerdo con lo
recomendado por Alpha Scientists en el taller de consenso de Estambul sobre evaluacion embrionaria (Balaban et al.,
2011). Las caracteristicas morfologicas de los embriones se observaron inmediatamente antes de la transferencia
programada utilizando un microscopio de contraste de fase invertida Diaphot 300 (Nikon) equipado con software de
adquisicion y archivo de imagenes (OCTAX EyeWearVR v1.5). Los embriones identificados para la transferencia, ya
sea el dia 3 o el dia 5, dependiendo de la etapa de desarrollo, se retiraron de las gotitas con un volumen minimo de
medio y se separaron para el proceso de implantacion. Los individuos con consentimiento fueron sometidos a doble
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transferencia de embriones. Se recogieron los 40 pL restantes de medio de cultivo embrionario consumido, se
congelaron rapidamente en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80 °C hasta la extraccion de ADN.

Medidas de los resultados

Para determinar las tasas de éxito de los tratamientos con ICSI, el embarazo clinico se confirmé mediante
observaciones ultrasonicas del saco de gestacion intrauterino. Se identificaron los numeros de nacimientos
vivos/transferencia y el género de los fetos durante y después del nacimiento. A pesar de los procesos de doble
implantacion de embriones, el 100% de las transferencias observadas resultaron en nacimientos unicos.

Extraccion de ADN y cuantificacion

Para mejorar la recuperacion de ADN total libre de células (ADNtlc) del medio de cultivo embrionario consumido de
baja concentracién, se usé habitualmente el kit QlAamp Min Elute Virus Spin (Qiagen) de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante. EI ADN purificado final no se diluyé. Opcionalmente, el ADNtlc se puede capturar
mediante técnicas de separacion de perlas paramagnéticas o de filtracion en gel.

Todas las muestras de ADNtlc extraidas se analizaron inicialmente con un espectrofotémetro NanoDrop 2000
(ThermoScientific) y/o un fluorémetro Qubit (Life Technologies), y luego se analizaron adicionalmente en un
bioanalizador Agilent Technologies 2100 usando un kit de ADN de alta sensibilidad y/o un kit DNA 1000 (Tecnologias
Agilent).

Se usaron microgotitas libres de embriones de medios secuenciales (G-1 y G-2) incubadas junto con el cultivo que
contenia embriones como control negativo en cada experimento.

Ejemplo 1 - Deteccién de genes individuales
Seleccion de muestras

Para evitar las discrepancias en la identificacién de género, que surge de la doble transferencia - un solo nacimiento
vivo, se analizaron en paralelo gotitas de transferencia a la vez. Los medios de cultivo consumidos se firmaron como
el entorno del embridn "masculino” si se detecté el cromosoma Y en ambas gotitas y el género del recién nacido
demostro el resultado del analisis genético. Los medios de cultivo consumidos se firmaron como el entorno del embrién
"femenino" si el cromosoma Y no se presentaba en gotitas o si el género del recién nacido demostraba el resultado
del andlisis genético.

De acuerdo con el niumero de nacimientos vivos, en este estudio retrospectivo, de los 25 medios de cultivo
embrionarios consumidos 16 se firmaron como gotitas "masculinas" y 9 se firmaron como gotitas "femeninas". De los
16 medios "masculinos" 11 se recogieron el dia 3, 5 el dia 5. De los 9 medios "femeninos" 5 se recogieron el dia 3, 4
el dia 5.

Amplificacién por PCR en tiempo real

El ADN de embriones individuales y controles de medios del blanco se amplificaron con el sistema LightCycler 2.0
(Roche Applied Biosystem). Se utilizaron diluciones en serie de diez veces del ADN gendmico humano total de control
(Roche; Cat. N.:1 691112; 0.2 pg/uL; 10*- 10°) como curva estandar de beta globina. Se utilizaron diluciones en serie
de diez veces del plasmido DYS14 (108 copias/uL; 108 - 10°) como curva estandar del gen DYS14.

La amplificacion por PCR se realizd con la mezcla madre LightCycler TagMan (catalogo No.: 04535286001).
Ingredientes: mezcla de PCR TagMan 5x: 4 uL; H20: 9 pL; cebadores directo/inverso (véase la Tabla 1): 0,6 pL (0,3
uM); sonda Taq: 0,8 pL (0,4 uM); plantilla de ADN: 5 L. El volumen de reaccion total fue de 20 uL. La PCR cuantitativa
en tiempo real se realizé en las siguientes condiciones: etapa inicial de 95 °C durante 10 minutos, 50 °C durante 2
minutos seguido por 50 ciclos de 95 °C durante 15 s, 68 °C durante 1 minuto a 20 °C/s 50x; la reaccion se termino a
40 °C durante 30s.

Los resultados se analizaron mediante el software LightCycler version 4.05.

Tabla 1. Gen de beta globina, gen DYS14, gen de protrombina, gen de Leiden y cebador del gen de resistencia a
multiples farmacos y secuencias de sonda y nimeros de acceso.

Gen beta de hemoglobina HBB de H. sapiens (NG_000007)

Cebador directo 5'-GTGCACCTGACTCCTGAGGAGA-3'

Cebador inverso 5'-CCTTGATACCAACCTGCCCAG-3'

Sonda TagMan 5-6FAM-AAGGTGAACGTGGATGAAGTTGGTGG-TMR-3'
Proteina especifico de testiculo TSPY1H, de H NG_027958

sapiens, isoforma 1 relacionada con Y (DYS14)
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(continuacién)

Gen beta de hemoglobina HBB de H. sapiens (NG_000007)

Cebador directo 5'-GGGCCAATGTTGTATCCTTCTC-3'
Cebador inverso 5'-GCCCATCGGTCACTTACACTTC-3'
Sonda TagMan 5'-FAM-AGCACCTCTCCACTAGAAAGGCCG-BBQ-3'
Gen de protrombina NG _M17262

Cebador directo 5'-CCGCTGGTATCAAATGGG-3'

Cebador inverso 5'-CCAGTAGTATTACTGGCTCTTCCTG-3'
Gen de Leiden NG_M17262

Cebador directo 5'-TGCCCAGTGCTTAACAAGACCA-3'
Cebador inverso 5'-CTTGAAGGAAATGCCCCATTA-3'

Gen 1 de resistencia a multiples farmacos NG 5343

Cebador directo 5-TGTTTTCAGCTGCTTGATGG-3'
Cebador inverso 5'-AAGGCATGTATGTTGGCCTC-3'

Deteccion del gen de cromosoma Y

Las personas que participaron en este estudio retrospectivo se sometieron a doble transferencia de embriones, sin
embargo, el 100% de las transferencias dieron como resultado un solo nacimiento vivo. Para evitar las discrepancias
en la identificacién de género, surgiendo de la doble transferencia - un solo nacimiento vivo, las gotitas de transferencia
a la vez se analizaron en paralelo.

Con base en el nimero de nacimientos vivos totales, de los 25 medios de cultivo embrionarios consumidos 16 se
firmaron como gotitas "masculinas" y 9 se firmaron como gotitas "femeninas”. De los 16 medios "masculinos" 11 se
recogieron el dia 3, 5 el dia 5. De los 9 medios "femeninos" 5 se recogieron el dia 3, 4 el dia 5. Cada medio consumido
se analizé en busca de genes de beta globina y gen DYS14.

Se detect6 el gen de beta globina en cada muestra usando un valor de corte de Ct 35. El valor de Ct promedio fue
24,1. Ninguno de los controles negativos dio resultado falso positivo. Véase la Figura1l.

De las 16 muestras de gotitas "masculinas” (véase la Figura 1), se detecté el gen DYS14 en 11 casos, 6 del dia 3, 5
del dia 5, usando el valor de corte de Ct 35. El valor de Ct promedio fue 31. Ninguna de las gotitas "femeninas" y los
controles negativos dieron resultados falsos positivos. Véase la Figura2.

De las 16 muestras de gotitas "masculinas”, se detect6 el gen DYS14 en 11 casos, 6 del dia 3, 5 del dia 5. Con base
en los resultados y el resultado del nacimiento en estos casos, se transfirieron gemelos embrionarios de nifio. Aunque
en 5 casos no se pudo detectar el gen DYS14 en ninguno de los medios probados en paralelo, de acuerdo con los
resultados y el resultado del nacimiento, en estos casos se transfirieron gemelos embrionarios de nifio o gemelos de
nifio - nifa.

Ninguna de las gotitas "femeninas" dio resultado falso positivo del gen DYS14.
Deteccion del gen de mdr1, gen de protrombina y gen de Leiden
Seleccion de muestras

Con base el método de extraccion de ADN estandarizado como se describié anteriormente, se procesaron un total de
20 muestras, correspondientes a la etapa de escision del dia 3 (n = 10) y la etapa de blastocisto del dia 5 (n = 10), de
medios de cultivo embrionarios consumidos. Los medios de incubacién libres de embriones tales como G1 (del dia 0
al dia 3) y G2 (del dia 3 al dia 5) como controles negativos también se pasaron a lo largo del procedimiento de
extraccion. EI ADNtlc de embriones individuales, los controles de medio de blanco y el ADN genémico humano como
control positivo se amplificaron con el sistema LightCycler PCR 2.0. La amplificacion por PCR se realiz6 con
LightCycler FastStart DNA Master Plus SYBR Green |. (Catalogo No.: 03515869001).

Ingredientes: mezcla de PCR SYBRgreen 5x: 4 uL; H20: 9 uL; Cebadores directo/inverso (véase la Tabla 1): 1,0 pL
(10x); plantilla de ADN: 5 uL. El volumen de reaccion total fue de 20 uL. La PCR cualitativa en tiempo real se realizd
en las siguientes condiciones: etapa inicial de 95 °C durante 10 minutos, 45 ciclos de 95 °C durante 10s, 55 °C durante
10 s y 72 °C durante 10s con una velocidad de rampa de 20 °C/s; el analisis de la curva de fusion se realizé a 95 °C
durante 0 segundos, 65 °C durante 1 minuto y 95 °C durante 0 segundos con una velocidad de rampa de 0,1 °C/s.
Los resultados fueron analizados mediante software LightCycler, version 4.05.

Resultados

Con base en estos resultados, los tres genes probados como: mdr1, protrombina y Leiden se detectaron en cada
muestra (Figura 3). Los valores promedio de Ct en las muestras de medio consumido embrionario ocurrieron de la
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siguiente manera: 33 para el gen de mdr1, 35 para el gen de protrombina y 35 para el gen de Leiden. Los valores
promedio de Ct en la muestra de control humano fueron los siguientes: 20 para el gen de mdr1, 20 para el gen de
Leiden y 22 para el gen de protrombina. Para demostrar la especificidad de la prueba, se realizd un analisis de la curva
de fusion (Figura 4) de los genes probados. Estos resultados indican que las temperaturas de fusion detectadas en el
ADN de control humano y en las muestras de medio consumido embrionario se corresponden entre si. Las
temperaturas de fusion fueron las siguientes: 88 °C para el gen de mdr1, 85 °C para el gen de protrombina y 82 °C
para el gen de Leiden.

Ejemplo 2 de referencia: perfil de repeticion corta en tdndem (STR)
Seleccion de muestras

Con base en un método de extraccion de ADN bien estandarizado, se procesaron un total de 50 muestras,
correspondientes a la etapa de escision del dia 3 (n = 24) y la etapa de blastocisto del dia 5 (n = 26), de medios de
cultivo embrionarios consumidos.

Amplificacién por PCR multiplex

La amplificacién por PCR multiplex del conjunto estandar europeo (EES) de 15 loci de STR y tecnologia de coloracion
fluorescente en la deteccién y analisis automatizados del perfil de ADN se realizd de acuerdo con las instrucciones del
fabricante con una modificacion menor. Brevemente: con base en la cuantificacion del contenido de ADNtlc de los
medios de cultivo, las cantidades totales de ADN de plantilla se establecieron en el intervalo de 0,2-0,5 ng para cada
reaccion PCR en un volumen final reducido de 12,5 pL. De lo contrario, se aplicé el protocolo estandar de ciclos de
PCR en un termociclador T100 (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, EE.UU.) Siguiendo las pautas del kit
Investigator ESSplex (Qiagen, Hilden, Alemania) de acuerdo con lo recomendado por el fabricante.

Electroforesis capilar

Las muestras de STR amplificadas con ESSplex se prepararon para la electroforesis combinando formamida
altamente desionizada, estandar de tamafio GeneScanVR 500 LIZMR (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE. UU.)
con 1,5 uL de producto amplificado. Después de la desnaturalizacion (95 °C durante 3 min) y el enfriamiento rapido (3
min), las muestras preparadas se inyectaron secuencialmente en un analizador genético ABI Prism 310 (Applied
Biosystems) usando polimero POP-4 y capilar de 47 cm a 15 kV durante 10 segundos. Los datos sin procesar
recopilados se almacenaron como archivos .fsa y se analizaron utilizando el software GeneMapper ID versién 3.2 con
un umbral de amplitud maxima de 100 RFU y la configuracion predeterminada del filtro de perturbacion del 20%.

Analisis estadistico

Los andlisis estadisticos tales como el coeficiente de correlacién de Pearson (r), el coeficiente de correlacion tau-b de
Kendall (z), los célculos de R cuadrado (R?) y de probabilidad (valor p) se realizaron utilizando estadistica SPSS de
IBM para Windows, version 20.0 (IBM, Armonk, NY, EE. UU.). La fuerza de las correlaciones se evalué en
consecuencia: correlacion nula o débil (0 < r < £ 0,3); correlacion moderada (+ 0,3 <r < £ 0,7); y correlacion fuerte (r
>+ 0,7). Los datos se consideraron estadisticamente significativos con un valor p <0,05.

Resultados

Deteccion y cuantificacion de ADNtlc de medios de cultivo embrionarios consumidos

Se procesaron un total de 50 muestras, correspondientes a la etapa de escisién del dia 3 (n = 24) y la etapa de
blastocisto del dia 5 (n = 26), se procesaron los medios de cultivo de embriones consumidos. Independientemente de
la duracién del tiempo de incubacion del embrion y de la evaluacion real de la morfologia del embridn (Tabla 2), cada

muestra reveld una cantidad medible de ADNtlc que varia de 44,1 a 253,6 ng/uL (promedio 68,75 ng/uL).

Tabla 2. Evaluacion morfolégica de los embriones del dia 3 y dia 5.

Propiedades del embrién
Muestra ID Dias FR DE ICM TE

188/3, 416/7, 416/6, 121/4, 412/3, 184/1, 3 1 (buena)
376/2, 138/5, 113/3, 251/3, 201/2, 474/8,
412/1, 430/3, 26/4

230/3, 416/8, 192/4, 236/2 , 245/2, 379/1, 3 2 (regular)
229/1, 431/3

364/3 3 3 (pobre)
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(continuacién)

Propiedades del embrién

Muestra ID Dias FR DE ICM TE
g:llg 33/1, 33/2, 38/2, 31/1, 41/3, 23/1, 37/2, 5 1 (temprana) 2 (regular) 1 (regular)
23/2 5 1 (temprana) 1 (buena) 2 (regular)
411 5 1 (temprana) 2 (regular) 3 (pobre)
31/3 5 1 (temprana) 3 pobre) 3 (pobre)
38/1, 19/1, 19/2 5 2 (blast.) 1 (buena) 1 (buena)
22/1, 46/1 5 2 (blast.) 2 (regular) 1 (buena)
34/1, 471, 29/2, 67/2, 58/1, 29/3 5 2 (blast.) 2 (regular) 2 (regular)
46/2 5 2 (blast.) 3 (pobre) 2 (regular)
371 5 2 (blast.) 1 (buena) 3 (pobre)
47/2 5 2 (blast.) 2 (regular) 3 (pobre)

Para mejorar la precision de la medicién de las lecturas de NanoDrop y estimar la distribucion del tamafio de ADNtlc,
las muestras se volvieron a analizar en una plataforma Agilent Bioanalyzer basada en microfluidos, y se visualizaron
mediante imagenes de pseudo-gel asi como en electroforesis en gel tradicional. En general, los datos resultantes
indicaron claramente que la medicién de absorbancia UV a 260 nm tiende a sobreestimar masivamente
(aproximadamente diez veces) la prevalencia de ADNtlc. Sin embargo, la comparaciéon por pares de las
concentraciones de ADNtlc revel6 una buena concordancia entre las dos técnicas (t de Kendall fue 0,895, p = 0,000).
Con base en los niveles clarificados de ADNtlc, se encontrd una relacion lineal estadisticamente significativa (p =
0,038) (r = 0,410) entre los dias de incubacion (dia 3 y dia 5 después de ICSI) y las cantidades de ADNtlc recuperadas
de los medios de cultivo embrionarios consumidos.

Ejemplo 3 de referencia: perfil de STR del ADNtlc recuperado de los medios de cultivo embrionarios consumidos
Con base en el kit comercial de calidad controlada (véase la seccion de Materiales y métodos) se evalué la
amplificacion por PCR multiplex de 15 STR individuales, localizados en 13 autosomas diferentes. El nombre del locus,
la ubicacién cromosomica, el motivo de repeticion del alelo de referencia, el tamafio promedio de los productos
amplificados (pb) y la proporcion (%) de amplificaciones de PCR positivas se resumen en la Tabla 3.

Tabla 3. Informacion especifica del lugar para los marcadores de STR.

Locus Ubicacion | Motivo repetido tamafio (pb) | % de eficiencia
D1S1656 1g42 [TAGA]16 [TGA] [TAGA] [TAGG]: [TG]s | 180,684 78,72
D2S441 2p14 [TCTA]2 100,043 72,34
D251338 2935 [TGCCJe [TTCC]11 409,632 59,57
D3S1358 3p25.3 TCTA [TCTG]2 [TCTA]15 177,938 78,72
D8S1179 8023.1-23.2 | [TCTA]12 312,081 57,44
D10S1248 |10926.3 [GGAA]13 109,965 78,72
D12S391 12p13.2 [AGAT]s GAT [AGAT]7[AGAC]s AGAT |251,384 80,85
D16S539 16924.1 [GATA]1 114,356 76,59
D18S51 18921.3 [AGAA]13 173,022 78,72
D19S433 19912 AAGG [AAAG] AAGG 253,693 82,9
D21S11 21g21.1 TAGG [AAGG]14 351,940 48,93
D22S1045 |22q12.3 [ATT]a ACT [ATT]2 174,056 80,85
FGA 4qg28.2 [TTTC TTTTTTCT 329,685 65,95
THO1 11p15.5 [CTTT]13 CTCC [TTCC]2 95,088 78,72
VWA 12p13.31 TCTA[TCTG]4 [TCTA]13 267,865 78,72
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Para obtener informacion valiosa sobre la precision y las caracteristicas de los perfiles de ADNtlc, también se tuvieron
en cuenta factores adicionales tales como el tamafio y la complejidad de los motivos de repeticion del nucleo, la tasa
de mutacién de los loci y la longitud de los amplicones, que pueden afectar la eficiencia de amplificacién de los STR.
Todos menos uno de los 15 marcadores de STR empleados en el presente estudio fueron tetranucleétidos con
estructuras de repeticion principalmente simples o compuestas (Tabla 3). Las tasas de mutacién del locus individual
varian entre 0,01% y 0,22% (NIST, STRBase; http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase), sin embargo, todas ellas
pertenecen al grupo de loci de bajas tasas de mutacion (<0,3%). Para evaluar el rendimiento general de la
amplificacion y las posibles fluctuaciones estocasticas en los procedimientos de tipificacion, se analizé el producto de
PCR con plantilla de ADN purificada de voluntarios caucasicos sanos como controles positivos. La huella digital de
STR generada a partir de las muestras de control positivo reveld perfiles completos y todos los alelos eran claramente
visibles por encima del umbral de llamada (100 RFU) (Figura 5A). Estos resultados demostraron que, ciertos factores
del rasgos de loci de STR autosdmicos, es decir, clases de repeticion (tri o tetranucledétido), complejidad de los motivos
de repeticidn del nucleo (simple, compuesto o complejo) y diferencias en la tasa de mutacion de los loci si esta es
inferior al 0,3% no parece tener un fuerte efecto primario sobre la efectividad de la creacion de perfiles de STR cuando
hay cantidades ilimitadas de plantillas de ADN de alta calidad disponibles.

Después de la validacion del método y los procedimientos de control de calidad, se analizaron cincuenta medios de
cultivo de embriones consumidos mediante el ensayo de STR muiltiplex. La mayoria de estas muestras no habian
logrado generar un perfil completo utilizando condiciones de PCR estandar. De 50 muestras recuperadas de ADNtlc,
32 revelaron perfiles de STR parciales, 15 completos, mientras que las tres muestras restantes no proporcionaron
resultados apreciables. Las micrografias representativas de los embriones del dia 3 (etapa de escisién) y del dia 5
(etapa de blastocisto) con sus electroferogramas generados a partir de los medios de cultivo embrionarios consumidos
correspondientes se muestran en las Figuras 5B y 5C.

Con el fin de proporcionar una vision detallada y completa de la huella digital de STR de los medios de cultivo de
embriones consumidos individuales, se calcularon los tamafos de los amplicones especificos de locus frente a la
eficacia de la amplificacion. En linea con las expectativas tedricas, se detectd una correlaciéon negativa entre la longitud
de los amplicones y su eficiencia de amplificacion (correlacion de Pearson: r = -0,683, valor de regresion R? = 0,467,
significativa a nivel de p = 0,01) (Figura 6A). Los datos colectivos indicaron que los amplicones mas cortos eran menos
sensibles a la degradacion y las pérdidas de sefial para productos de PCR de mayor tamafio eran mas caracteristicas.
Sin embargo, también es interesante observar que algunos loci, por ejemplo, D21S11, D8S1179, D2S441 y D2S1338
residen en las ubicaciones de los cromosomas 21g21.1, 8q23.1-23.22935, 2935 y 2p14 respectivamente, revelaron
una mayor distancia (desviacion) desde el punto de datos hasta la linea de tendencia, lo que infiere que el tamafio de
los loci no podria explicar toda la variacion en el éxito de la amplificacién (Figura 6B).

Aunque varias lineas de evidencia han corroborado un vinculo entre los grados de fragmentacién citoplasmica y la
competencia de desarrollo de los embriones humanos previos a la implantaciéon, poco se sabe acerca de si la
degradacion del ADNtlc esta relacionada con parametros embrionarios especificos y/o su potencial de implantacion.
Para investigar la capacidad predictiva del perfil de ADNtlc, se calificd la primera aparicion morfolégica de
fragmentacion celular de acuerdo con un esquema de calificacion de tres categorias (buena <10%, regular 10-25%,
pobre> 25%), (Tabla 2), y luego se estimé cualitativamente el dafio del ADNtlc mediante genotipificacion de STR no
invasiva. En general, se acepta que la calidad de la plantilla de ADN juega un papel importante en el abandono alélico,
lo que permite determinar la degradacion del ADNtlc en lugar de simplemente enfocarse en la cantidad de ADNtlc
presente en las muestras. El grado de degradacion del ADNtIc se expreso en términos del indice de fragmentacién del
ADN (DFl), que es la proporcion del niumero de loci "silenciosos" que puede ser potencialmente amplificable mediante
PCR multiplex. Sorprendentemente, el coeficiente de correlacion calculado (r de Pearson = 0,145) entre las tasas de
fragmentacion de los embriones del dia 3 y el indice de fragmentacion de ADNtlc de los medios de cultivo embrionarios
consumidos correspondientes no respaldaba la hipétesis de investigacion de que los dos parametros son directamente
proporcionales. Del mismo modo, no se encontré correlacion entre el DFI de los embriones del dia 3 y el resultado del
embarazo, sin embargo, el grado de fragmentacion citoplasmatica se correlaciond inversamente con la prevalencia de
nacimientos vivos (r = -0,205), aunque sin alcanzar significacion estadistica. A pesar de que el DFI no se correlacion6
significativamente con la clasificacion de las caracteristicas morfologicas individuales, tales como la formacién de masa
celular interna (ICM) y trofectodermo (TE) del blastocisto, se observaron diferencias claras entre la mediana de
fragmentacion de ADNtlc de embriones del dia 3 y dia 5 (Figura 7).

Los marcadores de STR proporcionan ventajas considerables sobre los métodos utilizados previamente para la toma
de huellas digitales de ADN, incluida la capacidad de obtener resultados de pequefas cantidades y muestras de ADN
degradadas. De acuerdo con las expectativas tedricas, la tasa de éxito promedio de la amplificaciéon de STR fue del
94,1% (47 electroferogramas evaluables del producto de PCR de 50 muestras).

La generacion de alta frecuencia de perfiles de STR exitosos demostré claramente que el ADNtlc extraido cumple con

los estandares deseados de cantidad y calidad para el ensayo de STR mudltiplex y puede usarse para la secuenciacion
del genoma completo.
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los datos enfatizan la creencia de que la introduccion de ensayos de fragmentacion de ADNtlc a la metodologia no
invasiva de ART puede ayudar a mejorar los métodos actuales de seleccién de embriones.

Ejemplo 4: secuenciacion completa del genoma para detectar aneuploidia
Deteccion de aneuploidia de NGS de todo el genoma

Materiales y métodos del laboratorio experimental

Antes de la amplificacién del genoma completo, se determiné la concentracion de ADNtlc usando el kit de ensayo
Qubit ADNbc HS con el fluorémetro Qubit 2.0 de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Life Technologies). Los
cebadores 5N3T y 5N3G que constan de ocho nucledtidos de secuencia aleatoria y una etiqueta comun de 27 nt se
hibridaron hasta 11 ng de ADN plantilla y se extendieron mediante una polimerasa en una reaccion de desplazamiento
de cadena isotérmica de 30 pL en tubos de PCR de 0,2 mL (ABGene) en un termociclador Veriti 96 (Life Technologies)
de la siguiente manera:

Tabla 4. Preparacion de la mezcla maestra de amplificacion lineal.

Componente Volumen
Tampodn Bst 10x (NEB) 3L
Cebador 5N3T 3,2 uM (IDT)

5-GTGAGTGATGGTTGAGGTAGTGTGGAGNNNNNTTT-3' SH
Cebador 5N3T 2,5 uyM (IDT)

5'-GTGAGTGATGGTTGAGGTAGTGTGGAGNNNNNGGG-3' SHt
Mezcla de ANTP 25 mM (Fermentas) 3L
Agua grado biologia molecular AccuGene (Lonza) 18-x uL
Plantilla de ADN X ML
Total 30 uL

Los tubos se incuban a 94 °C durante 3 minutos, luego se enfrian inmediatamente en hielo durante 1 minuto.

Tabla 5. Preparacion de la mezcla de enzimas polimerasa.

Componente Volumen
Fragmento largo de polimerasa Bst 8U/uL (NEB) 0,31 pL
Tampédn de reaccion Bst 10x (NEB) 0,029 pL
Agua grado biologia molecular AccuGene (Lonza) 0,261 pL
Total 0,6 uL

Luego se agregan 0,6 pL de la mezcla de polimerasa en cada tubo de PCR y se aplican las siguientes etapas de
temperatura: 45sa 10 °C,45sa20°C,45sa30°C,45s5a40°C,45sa50°C,2mina65°Cy20sa95°C.Los
tubos se enfrian rapidamente en hielo durante 1 minuto seguido de la adicién de la misma cantidad de polimerasa.
Después de cinco ciclos de amplificacién lineal utilizando las etapas de temperatura45sa 10 °C,45sa 20 °C,45s
a30°C,45sa40°C,45sa50°C,3mina62°C,20sa95°Cy20sab8 °C, el ADN resultante se amplificé aun
mas por PCR estandar de alta fidelidad a un nivel suficiente para la secuenciacion de préxima generacion.

Tabla 6. Preparacion de la mezcla maestra de amplificacion estandar.

Componente Volumen
Producto de amplificacién lineal 30 pL
Tampédn de reaccion Phusion 5x (Thermo Scientific) 10 pL
ADN polimerasa de alta fidelidad Phusion Hot Start Il (Thermo Scientific) 0,5 uL
Mezcla de dNTP 10 mM (Fermentas) 1L
Cebador BioGAT 9,9 uM (IDT)

5'-Biotina-GTGAGTGATGGTTGAGGTAGTGTGGAG-3' 3
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Componente Volumen
Agua grado biologia molecular AccuGene (Lonza) 5,2 uL
Total 50 uL

Para la PCR estandar, se uso el siguiente programa: 30 s a 98 °C; 18 ciclos de 15sa 98 °C,20sa 59 °Cy 1 min a
72°C;y1mina72°C.

La concentracion del producto se determiné usando el kit de ensayo Qubit ADNbc HS, y 100 ng del producto de ADN
bicatenario se fragmentaron usando el kit de fragmentacion de ADN NEBNext Fast y de preparacion de bibliotecas
(NEB) de la siguiente manera:

Tabla 7. Preparacion de la mezcla maestra de fragmentacion de ADN.

Componente Volumen
100 ng del producto de ADNbc X pL
Agua grado biologia molecular AccuGene (Lonza) 17,25-x L
Tampon de reaccion de fragmentacion (NEB) 2 uL
Mezcla maestra de fragmentacién (NEB) 0,75 uL
Total 20 pL

Después de mezclar por pipeteo, los tubos de PCR se incuban durante 5 minutos a 25 °C y luego durante 10 minutos
a 70 °C. Los fragmentos biotinilados se eliminan usando perlas de enriquecimiento lon PGM (Dynabeads MyOne
Streptavidin C-1, Life Technologies) de acuerdo con el siguiente protocolo. Las perlas magnéticas se agitan mediante
vortice durante 10 s, luego se agrega su volumen adecuado a un nuevo tubo LoBind de 1,5 mL (Eppendorf) que
contiene diez volumenes de solucion de lavado de perlas MyOne. Después de pipetear la solucidon 10 veces hacia
arriba y hacia abajo, los tubos se colocan en un iman DynaMag-2 durante 2 minutos, luego el sobrenadante se retira
y se desecha. Se agrega solucion de lavado de diez volumenes nuevamente y las perlas se resuspenden por pipeteo.
Se transfieren 2 pL de la suspension preparada a cada muestra en tubos LoBind, que se agitan a 800 rpm durante 30
minutos. Los tubos se colocan en un iman DynaMag-2 durante 2 minutos y el sobrenadante se usa para el siguiente
procedimiento de ligadura del adaptador.

Tabla 8. Preparacion de la mezcla maestra de ligadura.

Componente Volumen
Tampon de ADN Ligasa T4 (NEB) 4L
ADN polimerasa Bst (NEB) 1L
Adaptador P1 1,4 uM (KAPA) 4 uL
Adaptador con cédigo de barras 1,4 uyM (KAPA 4 uL
ADN ligasa T4 (NEB) 4 uL
Agua grado biologia molecular AccuGene (Lonza) 3 uL
ADN plantilla 20 pL
Total 40 uL

Las mezclas de reaccion se pipetean hacia arriba y hacia abajo 5 veces, se transfieren a tubos de PCR, que se incuban
durante 15 minutos a 25 °C y luego durante 5 minutos a 65 °C. Después de la adiciéon de 5 pL de tampoén de parada,
con agitacion de vortice durante 10 s y centrifugacion por pulsos, los volumenes de reaccidon se complementan con 55
uL de agua AccuGene.

El kit AgenCourt AMPure XP (Beckman Coulter) se aplica para seleccionar por tamafio el ADN fragmentado y ligado
al adaptador con dos rondas de union a las perlas paramagnéticas seguido por lavado y elucion. La primera ronda
elimina selectivamente el ADN> 500 pb mediante las perlas AMPure XP, mientras que la segunda ronda elimina el
ADN <200 pb del sobrenadante.

Se agregan a la muestra 130 pL de reactivo AMPure diluido, que consiste en 20 pL de perlas AMPure y 110 uL de

NaCl 1,8 M - PEG 6000 al 15,6% (Sigma-Aldrich), se pipetea 5 veces hacia arriba y hacia abajo para mezclar
completamente la suspensién de perlas con el ADN, luego se pulsa por giro y se incuba a temperatura ambiente
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durante 5 minutos. Se centrifuga por pulsos y se coloca el tubo de muestra en un gradilla magnética DynaMag-2
durante 5 minutos. Cuidadosamente se transfiere el sobrenadante a un nuevo tubo LoBind de 1,5 mL y se agregan 20
uL de perlas de reactivo AgenCourt AMPure XP en la segunda ronda. Se pipetea hacia arriba y hacia abajo 5 veces
para mezclar completamente la suspension de perlas con el ADN, luego se centrifuga por pulsos y se incuba a
temperatura ambiente durante 5 minutos. Se centrifuga por pulsos y se coloca el tubo de la muestra en la gradilla
magnética durante 5 minutos o hasta que la solucion se aclare. Se retira y desecha el sobrenadante sin perturbar el
sedimento de perlas. Sin quitar el tubo del iman, dispensar 200 pL de etanol al 80% recién preparado a la muestra.
Se incuba durante 30 segundos, girando el tubo cuatro veces en el iman para mover las perlas. Después de que la
solucion se aclara, se retira y desecha el sobrenadante sin alterar el sedimento, y se repite esta etapa para un segundo
lavado. Para eliminar el etanol residual, se centrifuga el tubo (10 s, 6000 rpm), se vuelve a colocar en la gradilla
magnética y se retira con cuidado cualquier sobrenadante restante con una pipeta de 20 pL sin alterar el sedimento.
Se mantiene el tubo sobre el iman, se secan al aire las perlas a temperatura ambiente durante 1 minuto. Se retira el
tubo del imén y se agregan 46 pL de agua AccuGene a la muestra. Se pipetea la mezcla hacia arriba y hacia abajo 5
veces, se coloca el tubo en la gradilla magnética durante 2 minutos. Después de que la solucién se aclara, se transfiere
el sobrenadante que contiene el ADN eluido a un nuevo tubo de PCR de 0,2 mL sin alterar el sedimento.

Tabla 9. Preparacion de la mezcla maestra de amplificacion de biblioteca.

Componente Volumen
ADN, seleccionado por tamanio, ligado al adaptador 46 uL
Mezcla de cebador lon Torrent (NEB) 4 uL
Mezcla maestra de PCR 2X de alta fidelidad NEBNext (NEB) 50 yL
Total 100 pL

Después de pipetear la mezcla 5 veces hacia arriba y hacia abajo, se uso el siguiente programa de PCR: 30 s a 98
°C; 8 ciclosde 10sa98 °C,30sa58°Cy30sa72°C;y5mina72°C.

Los cebadores se eliminan usando 20 pL de reactivo AgenCourt AMPure XP diluido con 130 pyL de NaCl 1,8 M - PEG
6000 al 15,6% en una configuracion de una sola ronda. Después de lavar con etanol al 80% dos veces, el ADN de la
biblioteca se eluyé con 20 uL de agua AccuGene.

Las bibliotecas preparadas se calificaron y cuantificaron con Bioanalyzer 2100 (Agilent). Después de la PCR en
emulsion y el enriquecimiento del objetivo (kit lon PGM Template OT2 200), se realizé una secuenciacion unidireccional
de la biblioteca agrupada con aproximadamente una cobertura de lectura de 0,01x en un sistema lon Torrent PGM
usando el Kit lon 318 Chip v2 y el Kit de secuenciacion 200 lon PGM v2 de acuerdo con el protocolo de Life
Technologies.

Proceso de andlisis de aneuploidia: métodos bioinformaticos y estadisticos

Durante el procesamiento de la secuencia, la primera etapa es el filtrado de los datos de secuencia sin procesar con
base en la puntuacion de calidad promedio (Q). El valor Q se calcula mediante el sistema de puntuacion de calidad de
lon PGM que utiliza un conjunto de predictores cuyos valores estan correlacionados con la probabilidad de una llamada
erronea de base. La segunda etapa es el recorte, en la que se eliminan las secuencias de cebador (que se usan en la
preparacion de la biblioteca). Después del recorte, el programa de mapeo Bowtie2 (con la transformacién de Burrows-
Wheeler) se aplica a las lecturas de mapa para el genoma de referencia humano (hg19). Bowtie2 es una herramienta
rapida y eficiente de memoria para alinear lecturas de secuenciacion cortas con secuencias de referencia largas.

Después de la etapa de mapeo, los numeros de lectura absoluta de los cromosomas somaticos se usan para calcular
los valores de porcentaje de lectura, que se normalizan a la longitud nominal del cromosoma dado. Por lo tanto, cuanto
mas grandes sean los autosomas, mayores seran los numeros de lectura correspondientes. Primero, el porcentaje de
lectura de referencia (linea base) debe construirse con base en las muestras de ADN aisladas de sangre periférica de
voluntarios sanos. Los valores reales de la relacion cromosdmica se conocen como los valores del porcentaje de
lectura normalizado del caso de IVF dividido por el porcentaje de lectura de referencia.

Las estadisticas descriptivas principales (media y desviacion estandar) de las relaciones cromosémicas se usan para
calcular los valores de puntuacion z. La participacion de los valores de la puntuacion z asegura la aplicacion de pruebas
estadisticas (prueba z) para la comparacion exacta de diferentes casos (por ejemplo, caso de prueba versus linea
base). Ademas, estandariza las relaciones cromosémicas en la misma escala, por lo tanto, la comparacion visual de
los casos de prueba y control también es muy efectiva (por ejemplo, un diagrama adicional de puntuacion z). Para la
evaluacion estadistica y los graficos, se utilizé el entorno estadistico R.

Resultados

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2796 224 T3

El método de deteccidon de aneuploidia se ha validado en muestras procedentes de hombres, mujeres, sanos,
individuos con sindromes de Down y Kleinefelter5, y de lineas celulares cariotipadas REH2 pseudodiploides y MHH-
CALL2 hiperdiploides. Estos resultados revelan no solo el sesgo de amplificacion reducido como resultado de la
amplificacion lineal, sino la distribucién equitativa de las lecturas secuenciadas en todo el genoma.

De acuerdo con estos hallazgos, las relaciones cromosémicas de cada embarazo exitoso estan entre 0,7 y 1,35.
Curiosamente, todos los embriones morfolégicamente no viables probados se encuentran entre estos umbrales
artificiales, sin embargo, se pudo detectar eventos de aneuploidia significativos en embriones implantables con éxito
o sin éxito de 3 y 5 dias (véase la Figura 8; Relaciones > 1,35). Ambos embarazos comenzaron a partir de embriones
que tenian relaciones cromosémicas superiores a 1,35 y condujeron al aborto espontaneo. Todos los puntos que se
encuentran fuera de este umbral corresponden a embriones no viables, implantables o abortados sin éxito.

Se puede concluir que el método de deteccidon de aneuploidia basado en NGS evaluado mediante pruebas z
estadisticas parece pronosticar eficientemente las aneuploidias genéticas letales, y en linea con esto, el rendimiento
de los nacimientos vivos de IVF probablemente se puede aumentar mas adelante, sin embargo, otros factores también
pueden desempeiar un papel importante en la tasa de éxito del proceso de implantacion mismo.
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REIVINDICACIONES
1. Método in vitro para la evaluacion no invasiva previa a la implantacion de un embrién, que comprende
a) proporcionar una muestra tomada del medio de cultivo in vitro del embridn en el tercer dia de incubacion;
b) someter la muestra a amplificacién de acido nucleico con cebadores especificos para una secuencia de interés
indicativa de una deficiencia genética;
c) detectar el acido nucleico amplificado por PCR,
en el que la presencia del acido nucleico amplificado del medio de cultivo sugiere la presencia de la secuencia
correspondiente en el embridn cultivado en dicho medio, permitiendo asi la evaluacion previa a la implantacion del
embrién con respecto a la secuencia de interés, y
en el que se evalua que el embridn tiene una deficiencia genética si se detecta la presencia de la secuencia de interés
en el medio de cultivo in vitro del embrién.
2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la PCR es PCR en tiempo real.
3. El método de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en el que la deteccion incluye detectar marcadores fluorescentes.

4. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la secuencia de interés es un gen
y/o un alelo del mismo y/o una variante del mismo que porta una mutacion especifica.

5. El método de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que el gen esta ubicado en el cromosoma Y.

6. El método de acuerdo con la reivindicacién 4 o 5, en el que se sabe que el gen esta implicado en trastornos del
desarrollo.

7. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el método implica ademas llevar
a cabo una secuenciacion del genoma completo basada en ampilificacién lineal, en el que la presencia de aneuploidia
es indicativa de que un embrién tiene una probabilidad limitada de resultar en un embarazo exitoso.

8. El método de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que la aneuploidia se evalia mediante pruebas z.
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