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DESCRIPCION

Método para determinar la probabilidad de riesgo de trastornos cromosémicos y genéticos a partir de ADN libre
de origen fetal

Campo de la invencién

La presente invencién se refiere a un método para determinar la probabilidad de riesgo de trastornos cromosémicos
y genéticos a partir de ADN libre de origen fetal.

En particular, la presente invencién se refiere a un método para determinar la probabilidad de riesgo de anomalia
en el cromosoma de interés para determinar la probabilidad de microeliminacién o riesgo de microduplicaciéon en
las regiones genémicas que componen el genoma.

Estado de la técnica

Las pruebas prenatales, incluidas la examinacién prenatal y diagnéstico prenatal, permiten la deteccién de
problemas con relacién al desarrollo anatémico Yy fisiolégico del cigoto, embrién o feto en la fase inicial de gestacién.

Entre los métodos de examinacién prenatal, de tipo no invasivo, se conoce un método de analisis de sangre, con
base en la deteccion de ADN libre de origen fetal a partir de células presentes en la sangre materna, o ADNflc
“ADN fetal libre de células”, definido como “Prueba prenatal no invasiva” (NIPT). La lectura del ADN fetal, ademas
de revelar el sexo del feto, nos permite reconocer la presencia de anomalias cromosémicas (errores en el nimero
de cromosomas), en particular para el cromosoma 21 (sindrome de Down), y para ofras trisomias mas comunes
(cromosomas 13, Patau, y 18, Edwards). La NIPT es una prueba predictiva y no diagnéstica capaz de identificar a
las mujeres con alto riesgo de tener un hijo con enfermedades cromosdmicas cuyo posible resultado positivo
requiere pruebas de diagndstico prenatal de tipo invasivo, tal como la amniocentesis o la villocentesis. La NIPT es
una prueba que se puede realizar a partir de la décima semana de gestacidn y tiene una alta fiabilidad pero también
una alta varianza en los resultados con relacién a la pluralidad de pruebas en el mercado.

Sin embargo, la NIPT exhibe una pluralidad de limites, principalmente con relacién a la sensibilidad no alta
(identificacion de aproximadamente 50% de las anomalias identificadas rutinariamente con pruebas de diagnéstico
prenatal de tipo invasivo), imposibilidad de distinguir todas las aneuploidias, presencia de falsos positivos y
negativos (entre 0,1% y 0,5%), necesidad de una cantidad adecuada de ADN fetal en la sangre materna (mas del
5%), asi como la imposibilidad de distinguir la condicién del feto Unico en el caso de embarazo gemelar.

A partir de las primeras semanas de embarazo es posible detectar en la circulaciéon sanguinea materna la presencia
de células fetales intactas y ADN libre de origen fetal, lo que constituye una fraccién variable en general
comprendida entre el 3 y el 20% del ADN extracelular total detectable en la circulacién materna, con una
concentracién que tiende a incrementar progresivamente durante el embarazo y puede variar en la presencia de
aneuploidias fetales, en particular disminuyendo en la presencia de trisomia 13 y 18 e incrementando en la
presencia de trisomia 21. EIADN libre de origen fetal esta presente en la forma de fragmentos de tamafio reducido
en comparacion a aquellos que constituyen la fracciébn materna. La placenta y, en particular, las células de sincitio
de trofoblasto apoptéticas, son la principal fuente de ADNflc, que entonces se remueve por completo de la
circulacién materna, probablemente a través de la excrecién renal, a las pocas horas del parto.

Un punto critico adicional del anélisis de ADNflc es que representa, en promedio, el 10% del ADN total extraido del
plasma, en tanto que la fraccién predominante esta representada por el ADN materno. Sin embargo, es posible
realizar la prueba de deteccidn prenatal de las aneuploidias fetales mas comunes por el uso de tecnologias de alta
sensibilidad tal como PCR digital, secuenciacién masiva paralela (MPS), NGS basada en SNP, anélisis digital de
regiones seleccionadas (DANSR).

El resultado de la prueba de tipo no invasivo también estéd condicionado por el porcentaje de ADN fetal presente
en el plasma que debe ser superior al 3-4%, puesto que cantidades mas bajas pueden dar por resultado resultados
falsos negativos. La cantidad relativa de ADN fetal se reduce en condiciones particulares como la edad gestacional
inferior a la 102 semana y un alto indice de masa corporal.

US2016/224724 divulga métodos y dispositivos para una evaluacion no invasiva de variaciones genéticas en un
feto y se considera que es la técnica anterior méas cercana.

Breve descripcién de la invencién

El objeto de la presente invencién es proporcionar un método de deteccioén prenatal no invasivo para calcular las
probabilidades de riesgo de anomalias genéticas y cromosdmicas encontradas en el feto. Este método se
implementa debido a un software peculiar que ofrece una mayor precisiéon de los resultados obtenibles en
comparacién a las metodologias de NIPT actualmente disponibles para los pacientes.
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Los objetos anteriores se logran por un método para determinar la probabilidad de riesgo de trastornos
cromosémicos y genéticos a partir del ADN libre de origen fetal de acuerdo con las reivindicaciones anexas.

Descripcidn de la invencién

La presente invencién se refiere a un método de examen y anélisis de fragmentos de ADN libre que circulan en la
sangre materna, denominados ADN libre fetal o ADNfl, derivados de trofoblasto (la estructura que forma la
placenta), que, en la gran mayoria de los casos, siguen la composicién del ADN fetal. En particular, la presente
invencion se refiere a un método para determinar la probabilidad de riesgo de trastornos cromosémicos y genéticos
a partir del ADN libre de origen fetal.

Més especificamente, el método de acuerdo con la presente invencién es un método de deteccién capaz de evaluar
el riesgo de que el feto sea portador de anomalias cromosémicas. El método de acuerdo con la presente invencion
es capaz de obtener un nimero muy bajo de falsos negativos y falsos positivos, menor que 0,1%, en comparacion
a los métodos conocidos que, en su lugar, tienen valores que varian de 0,1% a 0,3% de los casos.

De acuerdo con la presente invencién, el método para examinar y analizar el ADN fetal presente en una muestra
de plasma materno, previamente tomada, utiliza una tecnologia para la preparaciéon de bibliotecas de ADN para
verificar la presencia de anomalias cromosdmicas. El ADN aislado de la muestra de sangre materna incluye
material genético tanto materno como fetal. A continuacién, se aisla el ADNflc y se analiza la cantidad relativa de
material genético que se alinea con los cromosomas estudiados.

El método para determinar la probabilidad de riesgo de trastornos cromosémicos y genéticos a partir del ADN libre
de origen fetal, de acuerdo con la presente invencién, que comprende una pluralidad de pasos, que se describen
a continuacién.

Primero esté el paso de extraer el ADN libre de origen fetal, es decir, el ADNflc, de una muestra de plasma materno
previamente tomada, preferentemente contenida en tubos de ensayo adecuados.

Se puede utilizar un protocolo automatizado para la purificacién de ADN total de sangre fetal, aislado de muestras
de sangre materna. Por ejemplo, la tecnologia de particulas magnéticas se puede utilizar para purificar &cidos
nucleicos de alta calidad que estan libres de proteinas, nucleasas y otras impurezas. Los acidos nucleicos
purificados se utilizan posterior y directamente en aplicaciones posteriores (tal como la preparacién de bibliotecas
de ADN).

A continuacién, se lleva a cabo un paso de secuenciacién del ADN libre de origen fetal.

EI ADN extraido de la muestra de plasma materno se adiciona a una reaccién de reparacién final que incluye
incubar la muestra de ADN con una mezcla enzimatica. Los fragmentos se fosforilan en el extremo de &' para
permitir la ligadura posterior con los oligonucleétidos adaptadores. La reaccién termina con un paso de incubacién
para desnaturalizar las enzimas de reparacion finales. Al final de la reaccién de reparacién final, se obtiene la
reaccién de ligadura con los adaptadores. La reaccién de ligadura con los adaptadores incluye una incubacion de
la muestra con oligonucledtidos. Estas enzimas unen los oligonucleétidos adaptadores a fragmentos de ADN y
reparan la unién entre el fragmento de ADN y el adaptador unido. Al final de la reaccién de ligadura con los
adaptadores, se realiza un paso de limpieza utilizando los reactivos en esferas paramagnéticas. Se adicionan
esferas paramagnéticas a la muestra unida a los adaptadores, para unir los fragmentos de ADN unidos a los
adaptadores y aislarlos de los adaptadores no utilizados. Las esferas a las que se unen los fragmentos de ADN se
separan de la solucién por medio de un iman y se lavan con agua libre de nucleasas antes de la elucién de ADN.

Después del paso de limpieza es posible llevar a cabo un paso de amplificacién de ADN libre de origen fetal por
medio de PCR, Reaccién en Cadena de la Polimerasa, donde los fragmentos de ADN unidos a los adaptadores,
ahora aislados, se pueden someter a la llamada amplificacion por PCR. El paso de amplificacién mencionado
anteriormente se lleva a cabo en direccién de 3’ del paso de extraccién del ADN libre de origen fetal y en direccidn
de 5' del paso de secuenciacion de este ADN libre de origen fetal extraido.

Los términos "reaccién en cadena de la polimerasa" o "PCR" significan, en la presente invencién, las técnicas de
biologia molecular que permiten la multiplicaciéon (amplificacién) de fragmentos de acidos nucleicos de los cuales
se conocen las secuencias iniciales y finales de nucleétidos. La amplificacién por PCR permite obtener muy
rapidamente in vitro la cantidad de material genético necesario para aplicaciones posteriores.

En particular, los fragmentos de ADN obtenidos en el paso de limpieza se someten a amplificacion por PCR con
reactivos de PCR. Para generar la biblioteca de ADN amplificado, se utiliza una mezcla de PCR que contiene
enzima de ADN polimerasa de alta fidelidad y cebadores de PCR disefiados para unirse a secuencias en
oligonucleétidos adaptadores.
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Las bibliotecas de ADN se limpian con los reactivos en esferas paramagnéticas. Las esferas paramagnéticas se
adicionan a las bibliotecas de ADN para unir los fragmentos de ADN unidos a los adaptadores y amplificados y
para aislarlos de la mezcla de reaccién y los cebadores de PCR no utilizados.

El paso de seleccionar el tamafio del grupo de bibliotecas de ADN sometidas a multiplexacién tiene lugar utilizando
los reactivos en esferas paramagnéticas. Las bibliotecas de ADN se seleccionan en funcién del tamafio, tal que los
fragmentos caen dentro del intervalo de longitud de lectura adecuado para la plataforma de secuenciacién. En
primer lugar, las esferas paramagnéticas se adicionan al conjunto de bibliotecas de ADN multiplexadas para unirse
a cualquier fragmento indeseable més grande presente en la muestra. Las esferas a las que se unen los fragmentos
de ADN se separan de la solucién por medio de un iméan y se mantiene el sobrenadante que contiene los
fragmentos de biblioteca de ADN del tamafio deseado. Las esferas paramagnéticas se adicionan entonces al
sobrenadante para unirse a los fragmentos restantes de las bibliotecas de ADN seleccionadas con base en su
tamafio.

Las esferas se separan de la solucién usando un iman y se lavan con agua libre de nucleasas antes de la elucién
de ADN. El grupo de bibliotecas de ADN sometidas a multiplexacién y seleccionadas con base en el tamafio se
cuantifica y se diluye para obtener la concentracién adecuada para la reaccién de secuenciacién.

La muestra preparada entonces se coloca en una plataforma de secuenciacion. La mezcla enzimatica contiene las
enzimas ADN ligasa y ADN polimerasa. Esta secuenciacién se lleva a cabo preferentemente por técnicas de
secuenciacién de préxima generacion NGS, pero también se puede lograr por técnicas de secuenciacién individual.

Los términos "Secuenciacion de Préxima Generacion" o "NGS" o "Secuenciacién Paralela" se refieren, en la
presente invencién, a las tecnologias que permiten secuenciar genomas grandes en un corto tiempo,
preferentemente en el orden de semanas.

Por lo tanto, la secuenciaciéon con tecnologia de multiplexacién de NGS se realiza de acuerdo con el protocolo para
la plataforma de secuenciacidn pertinente con tecnologia de NGS. Después de la secuenciacion de las bibliotecas
de ADN multiplexadas, los datos obtenidos se procesan por un software adecuado que calcula la probabilidad de
que el feto pueda verse afectado o no por una de las trisomias examinadas, la aneuploidia fetal o para el estudio
de microeliminaciones o sindromes de microduplicacion.

El analisis prenatal no invasivo (también conocido como NIPT, pruebas prenatales no invasivas) utiliza ADNflc
(ADN libre de células) extraido de la sangre periférica materna para investigar trastornos genéticos en el feto. En
contraste a los métodos invasivos, tal como la amniocentesis, el sistema de NIPT no presenta riesgos de aborto
esponténeo.

Para realizar el analisis de NIPT, se extrae ADNflc del plasma materno y se secuencia utilizando un sistema de
NGS (Secuenciacién de prdéxima generacion).

Por lo tanto, sigue el paso de almacenar la secuenciacién realizada en formato de FASTQ, que comprende las
secuencias bioldgicas y las puntuaciones de calidad de las propias secuencias biolégicas. En particular, después
de la secuenciacion, las maquinas retornan un archivo, llamado FASTQ, que contiene el almacenamiento de todas
las secuencias obtenidas y las respectivas puntuaciones de calidad.

El término "formato de FASTQ" significa, en la presente invencidn, un formato basado en texto para almacenar
tanto una secuencia biolégica (usualmente la secuencia de nucleétidos) como las puntuaciones de calidad
relativas. Tanto la letra de secuencia como la puntuacién de calidad se codifican con un caracter ASCII individual
para brevedad.

Por lo tanto, el archivo FASTQ contiene informacion sobre la calidad de la secuenciacién, en particular, contiene
informacién sobre la puntuacién de calidad de Phred o la medicién de la calidad de la identificacién de nucleobases
generadas autométicamente por la secuenciacién de ADN. La puntuacién de calidad de Phread se calcula como:
Q =-10log(P).

En el siguiente paso, se realiza la conversién de secuenciacién del formato FASTQ al formato SAM, en el que las
secuencias biolégicas se alinean con un genoma de referencia.

Los términos "Mapa de Alineacidén de Secuencia" o "SAM" significan, en la presente invencién, un formato basado
en texto para almacenar secuencias biol6gicas alineadas a una secuencia de referencia. Este formato se utiliza
para almacenar datos, tal como secuencias de nucleétidos, generados por las tecnologias de NGS. El formato
SAM se utiliza para contener datos mapeados dentro de las herramientas de analisis de genoma (GATK) y consta
de un encabezado y una seccién de alineacién.

De acuerdo con el paso de convertir la secuenciacion del formato FASTQ al formato SAM, en el que las secuencias
biologicas se alinean con un genoma de referencia, se implementa utilizando el algoritmo Burrows-Wheeler.
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La aplicacién del algoritmo mencionado anteriormente se puede implementar, por ejemplo, por medio del paquete
de software Bowtie2, preferentemente en una plataforma Linux/Unix. Sin embargo, los paquetes y la plataforma
mencionados anteriormente no son vinculantes. Bowtie2 es una herramienta ultrarrapida y eficiente para alinear
lecturas (o fragmentos de secuenciacién producidos por sistemas de NGS) a un genoma de referencia, como se
describe en mas detalle més adelante. Bowtie2 indexa un genoma utilizando el algoritmo Burrows-Wheeler, que
es el estandar de oro para las alineaciones de secuencias de NGS.

Para construir la referencia, debido a la cual se alinearan las lecturas, serd necesario tener el genoma de
referencia, es decir, la secuencia de ensamblaje para cada cromosoma en un archivo individual, para permitir que
todos los archivos de ensamblaje se condensen en un archivo individual, o el genoma de referencia que se utilizara
de acuerdo con la presente invencién.

El término "LECTURA" significa, en la presente invencion, una pequefia secuencia de ADN de sintesis obtenida
de una reaccién de secuenciacién. En primer lugar, el ADN del paciente se rompe en muchos fragmentos
pequefios, a cada uno de los cuales se adicionan secuencias nucleotidicas cortas (los llamados adaptadores) que
sirven para anclar los fragmentos de ADN al soporte en el que tendr lugar la reacciéon de secuenciacién. El
conjunto de fragmentos de ADN preparados por la adicibn de adaptadores constituye la biblioteca de
secuenciacidén. Los fragmentos de la biblioteca de secuenciacién se amplifican y secuencian para obtener
numerosas copias complementarias de cada fragmento, definidas como lecturas.

Por lo tanto, se crea el indice de referencia real para la alineacién, con la produccién de seis archivos que
constituiran el indice al que se referirda el software para la aplicacién del método de acuerdo con la presente
invencién. Después de la construccion del indice, se alinearan las lecturas contenidas en los archivos FASTQ
producidos por la secuenciacién NGS de muestras de ADN extraidas del plasma materno.

La alineacién es el proceso por el cual se descubre cémo y dbénde las secuencias de lectura son similares a la
secuencia de referencia, es decir, alineando algunos o todos los caracteres presentes en las lecturas con los de
referencia.

En un paso de conversion adicional, la secuenciacién se convierte del formato SAM al formato BAM, en el que los
datos contenidos en el formato SAM se comprimen por conversién en cddigo binario.

Los términos "Mapa de Alineacién Binario" o "BAM" significan, en la presente invencidn, la representacién binaria
comprimida y sin pérdidas del Mapa de Alineacién de Secuencia.

La conversidn del formato SAM al formato BAM es esencial para mejorar el rendimiento de todos los demas
paquetes de software que se utilizaran para el método de acuerdo con la presente invencion.

El método de acuerdo con la presente invencién puede comprender ademas el paso de definir un formato de indice
BAl a partir de este formato BAM comprimido, en donde el formato de indice BAI es adecuado para la ejecucién
de cada paquete de software que funciona en un formato BAM comprimido.

En este punto, es posible llevar a cabo los pasos del método para la ejecucidn real del analisis de NIPT.

Con el método de acuerdo con la presente invencidn es posible llevar a cabo el analisis anterior en los cromosomas
13, 18 y 21 para la determinacién de trisomias de los cromosomas mencionados anteriormente y/o para la
determinacién del sexo fetal y la aneuploidia de los cromosomas sexuales X, Y y/o para la determinacién de las
trisomias de estos autosomas con relacién a uno o mas de los cromosomas 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 14,
15, 16, 17, 19, 20, 22. Estas pruebas se pueden llevar a cabo, por ejemplo, en el paso de calculo de puntuacién z,
como se describe en mayor detalle a continuacién, en un cromosoma de interés con respecto a la muestra de
referencia predeterminada.

Ademas, con el método de acuerdo con la presente invencion es posible llevar a cabo el analisis mencionado
anteriormente para la determinacién de uno o mas del sindrome de Wolf-Hirschoorn, sindrome de Jacobsen,
sindrome de eliminacién de 1p36, sindrome de Angelman, sindrome de DiGeorge, sindrome de Cri-du-chat,
sindrome de Langer-Giedion, sindrome de Smith-Magenis, sindrome de Prader-Willi, sindrome de Wiilliams,
sindrome de Koolen-de-Vries, sindrome de HNPP, sindrome de eliminacién de 18q, sindrome de WAGR, sindrome
de Potocki-Shaffer, sindrome de eliminacién de 1921.1, sindrome de Kleefstra, sindrome de Phelan-Mcdermid,
sindrome de Rubistein-Taybi, sindrome de Alagille y sindrome de Miller-Dieker. Estas pruebas pueden, por ejemplo,
llevarse a cabo en el paso de determinar la probabilidad de riesgo de microeliminacién o microduplicacién, como
se describe en mayor detalle a continuacién, en las regiones genémicas MOSAICOS que componen el genoma.

La invencién proporciona un método adicional para determinar la probabilidad de riesgo de ftrastornos
cromosomicos y genéticos a partir del ADN libre de origen fetal, donde la determinacion de la probabilidad de riesgo
de:
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. Fibrosis quistica (GEN CFTR)

. Sordera congénita (GEN GJB2)

. Talasemia Beta (GEN HBB)

. Hiperplasia suprarrenal congénita clésica debido a deficiencia de 21-hidroxilasa (GEN CYP21A2)
. Hemocromatosis (GEN HFE)

. Acondroplasia (GEN FGFR3)

. Hipocondroplasia (GEN FGFR3)

. Displasia disat6fora (GEN FGFR3)

. Sindrome de Apert (GEN FGFR2)

10. Sindrome de Crouzon (GEN FGFR2)

11. Sindrome de Leopard (GEN PTPN11)

12. Sindrome de Noonan (GENES PTPN11/SOS1/RAF1)
13. Fenilcetonuria (GEN PAH)

14. Sindrome de Rett (GEN MECP2)

15. Se obtiene rifién poliquistico recesivo (GEN PKHD1).

OCO~NOOOSWN-=

La invencién también proporciona el estudio del riesgo de parto prematuro, que ahora es la causa mas frecuente
de mortalidad y morbilidad fetal neonatal. Es un estudio que se realiza por el examen de una serie de polimorfismos
de susceptibilidad genética (SNP) (ver solicitud de patente nim. 102017000134611 del 23/11/2017).

La invencidén también proporciona el estudio, en la sangre materna, en los primeros tres meses, de la infeccién
citomegalica y toxoplasmica. La infeccidén citomegélica materna tiende a ser asintomatica y rara vez se diagnostica
a los pacientes solo con sintomas clinicos. Para la mayoria de las infecciones, la evidencia de seroconversion
materna (definida como una conversién de IgM negativa a positiva o un incremento de 4 veces en el titulo de
anticuerpos IgG durante 4-6 semanas) es suficiente para confirmar el diagnéstico de una infeccién primaria. Sin
embargo, la precisién de la IgM materna anti-CMV para predecir la infeccién materna primaria se complica por el
hecho de que los anticuerpos IgM pueden persistir durante meses o incluso afios después de la infeccién primaria,
y también se pueden encontrar en el entorno de reactivacién o reinfeccién con una cepa diferente de CMV.12.

Otro método para determinar el momento de la infeccion materna por CMV es medir la avidez del anticuerpo, que
se refiere a la fuerza de la unién del anticuerpo a un antigeno diana. En tanto que la respuesta inmune a un
antigeno particular madura con el tiempo, la avidez incrementa. Por lo tanto, la deteccién de 1gG anti-CMV de baja
avidez al principio del embarazo sugiere una infeccién aguda reciente y se puede utilizar para identificar a las
mujeres embarazadas con riesgo incrementado de tener un feto infectado. En contraste, la presencia de
anticuerpos de alta avidez a las 12-16 semanas de gestacién indica una infecciéon pasada, probablemente antes
de la concepcion.

Por lo tanto, el mejor método es la busqueda directa del virus en la sangre materna (posiblemente completada con
investigacién en la orina). Es por esto que el tamizaje total Fetal-materno incluye este examen fundamental para
la gestion del embarazo.

Para la infeccidn toxoplasmica materna, conocer la presencia de una infeccién en el compartimento materno de
forma temprana permite establecer una terapia adecuada con una justificacién terapéutica verdadera y absoluta.

Todas estas pruebas se pueden realizar al implementar el método de acuerdo con la presente invencién con
paquetes de software adecuados preferiblemente implementados en software estadistico. Algunos factores
influyen en el rendimiento del andlisis, por ejemplo, la fraccién fetal, o la proporcién entre las lecturas obtenidas de
la secuenciacién de ADNflc con respecto al ADN materno, la longitud de las lecturas y la cobertura, es decir, la
cobertura de las lecturas con respecto al genoma de referencia.

Entonces, sigue el paso de contar y categorizar la LECTURA secuenciada del formato SAM, en el que cada
LECTURA se categoriza como mapeada en cada cromosoma o mapeada en todos los autosomas.

Se pueden utilizar paquetes de software apropiados para analizar archivos BAM, contar lecturas y categorizarlos.
Las lecturas no procesadas de las tecnologias de secuenciaciéon de alto rendimiento en general no siguen las
estadisticas de conteo tedricas. El exceso de varianza, producido en parte por los pasos de PCR, es con relaciéon
al contenido de GC de la secuencia de ADN. Este exceso de varianza se normaliza por el método de valor
cromosémico normalizado de NCV y por la ponderacién de conteo por categoria del contenido de GC. La NCV
calcula la relacién entre los recuentos mapeados en el cromosoma de interés y otro cromosoma, en tanto que para
la ponderacién de los conteos por categoria en GC, el conteo de las lecturas primero se determina para cada
categoria, entonces el conteo promedio se calcula en funcién del contenido en GC. También es posible, a través
de este analisis, enmascarar las areas repetidas y de baja complejidad del genoma, a fin de tener en cuenta sélo
las lecturas mapeadas de manera Unica.

Posteriormente, se lleva a cabo el paso de célculo de la relacién entre el nimero de LECTURAS mapeadas en
cada cromosoma y el numero de LECTURAS mapeadas en todos los autosomas. Para cada muestra, se calcula
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la relacién de las lecturas mapeadas en cada cromosoma con respecto a las lecturas mapeadas en todos los
autosomas.

Después de la remocién de los artefactos de las lecturas, en el paso de definir una muestra de referencia
predeterminada, se crea una referencia utilizando una serie de muestras de referencia con resultados conocidos y
sexo fetal.

Entonces, en el paso de calculo de la puntuacién z en un cromosoma de interés con respecto a la muestra de
referencia predeterminada. Por ejemplo, se puede calcular la puntuacién z en los cromosomas 13, 18 y 21.

Finalmente, en un paso adicional, la probabilidad de riesgo de anomalia en el cromosoma de interés se determina
si la puntuacion z calculada es mayor que un valor predeterminado. Normalmente, en el caso de puntuaciones z
con un valor mayor de tres, se declara una anomalia cromosdmica en los cromosomas analizados.

Para la determinacién del sexo fetal y la monosomia X, en su lugar, se calculara el puntuacién z para el cromosoma
Xy para el cromosoma Y y, como se describe anteriormente, si el valor de puntuacién z calculado es mayor que 3
para el cromosoma Y, la muestra se declarara sexo fetal masculino, en tanto que si es mayor que -2 para el
cromosoma X se declararg sexo fetal femenino.

Finalmente, el método de acuerdo con la presente invencién comprende ademés el paso de verificar el ADN libre
de origen fetal por PCR digital si en el paso de determinar la probabilidad de riesgo de anomalia en el cromosoma
de interés el valor predeterminado es excedido por esta puntuacion z.

La reaccion en cadena de polimerasa digital (PCR digital, dPCR) es una mejora biotecnolégica de los métodos
convencionales de reacciébn en cadena de polimerasa que se pueden utilizar para cuantificar y amplificar
directamente los filamentos de acido nucleico. La dPCR mide cuantitativamente una cierta variable y también
realiza una reaccién individual dentro de una muestra que se separa en una gran cantidad de particiones y la
reaccidn se realiza individualmente en cada particién. Esta separacién permite una recoleccién mas fiable y una
medicién sensible de las cantidades de acido nucleico. Esta precisién hace que la verificacién de una prueba
positiva por NGS sea aln mas fiable, incrementando la sensibilidad del método en cuestién y disminuyendo la
proporcidn de falsos positivos.

Por lo tanto, PCR digital es una aplicacién en la deteccién y andlisis cuantitativo de pequefias unidades de ADN,
proporcionando un analisis cuantitativo altamente sensible y la deteccién de moléculas de &cido nucleico diana por
el procesamiento simultdneo de un nimero diferente de muestras. Junto con la secuenciaciéon NGS, se utilizé PCR
digital para mejorar el resultado de una prueba NIPT y reducir significativamente el porcentaje de falsos positivos.

El procedimiento para la busqueda de microeliminaciones y microduplicaciones es extremadamente similar a ese
ilustrado para la busqueda de anomalias cromosémicas, de acuerdo con lo que se describe en mayor detalle a
continuacion.

Se lleva a cabo un paso de definicién de un conjunto de regiones genémicas MOSAICOS que componen el genoma
en formato BAM, en el que los datos se comprimen por conversidén a cédigo binario. El uso de azulejos permite
definir categorias que tienen anchos variables y, por lo tanto, permiten una mayor flexibilidad de la funcién.

En un paso posterior de definicién de una regiéon gendémica de referencia en formato BAM, los datos se comprimen
por conversién en codigo binario, en el que los pardmetros para la realizacién del formato BAM de la regién
gendmica de referencia son los mismos que el formato BAM de las regiones gendmicas MOSAICOS, tal que se
elimine cualquier diferencia entre los dos archivos que implicaria la presencia de numerosos casos de falsos
positivos.

Por lo tanto, se lleva a cabo un paso de comparacién del formato BAM de las regiones genémicas MOSAICOS con
el formato BAM de la regién gendémica de referencia.

Finalmente, se realiza un paso de determinacion de la probabilidad de microeliminacién o riesgo de
microduplicacién en las regiones genémicas MOSAICOS que componen el genoma.

Una aplicacién adicional del método de acuerdo con la presente invencién se refiere al estudio del gen CFTR en
el ADN gendmico gestacional para la examinacidn de fibrosis quistica. La Fibrosis Quistica (FQ) es una enfermedad
de transmision recesiva autosémica multisistémica genética en la que el transporte defectuoso de cloro a través
de las membranas celulares provoca secreciones deshidratadas y viscosas con el consiguiente espesamiento de
moco en los bronquios, espesamiento del jugo pancreatico y altos niveles de cloro en el sudor. Los érganos
frecuentemente afectados son el higado, el intestino, el sistema reproductor y los pulmones, donde el moco
particularmente denso conduce a problemas respiratorios graves y las consiguientes infecciones. Los nifios con
Fibrosis Quistica tienen dos padres que son al menos portadores sanos (0 heterocigotos) de una mutaciéon genética
y, en particular, entre dos portadores sanos existe una probabilidad del 25% de que el feto pueda verse afectado
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por la enfermedad. Hasta la fecha, se reconocen mas de 1500 mutaciones del gen de la fibrosis quistica (CFTR),
muchas de ellas son extremadamente raras y otras aln se desconocen. Con el método de acuerdo con la presente
invencién es posible realizar el anélisis del gen materno a través de una examinacion llamada 1er nivel que permite
analizar las mutaciones mas comunes y frecuentes logrando identificar aproximadamente el 83% de los portadores.
La frecuencia estimada, en la poblacién italiana, de portadores sanos (a menudo sin estar consciente de serlo) es
de 1 en 25 - 30, la de los nacidos afectados es de 1 en 2500 - 3000.

Por lo tanto, el método comprende los pasos de extraer el ADN materno, la amplificacion especifica del gen CFTR
por medio de UN KIT de diagndstico que permite la deteccién simultanea de mutaciones del gen que codifica para
la proteina CFTR utilizando la metodologia de transferencia puntual y la secuenciacién automatica de fragmentos
como se describe anteriormente. La prueba permite la identificacién de las principales variantes de la proteina de
CFTR (Regulador de la Conductancia Transmembrana de la Fibrosis Quistica) utilizando la tecnologia de
transferencia en mancha a partir de ADN extraido de sangre completa y mancha y el posterior analisis de
fragmentos en un secuenciador automético. En cada tubo se realiza una amplificacién especifica y simultanea de
todas las mutaciones buscadas. Esta compleja metodologia requiere una aplicacién rigurosa del protocolo.

Mutaciones analizadas: 711+1G-T, 621+1G-T, 1717-1G-A, 3849+10kbC-T, 2789+5G-A, G542X, G85E, G551D,
R553X, N1303K, R117H, R1162X, L1077P, L1065P, W1282X, R347P, 1507del, T338l, F508del, 1677delTA,
2183AA-G, S549R, Q552X, 852del22, R1066H, G1244E, 1259insA, D1152H, 711+56G-A, R1158X, 4382delA,
4016insT, A455E, 1706del117, 1502T, 3199del6, S912X.

En este caso, en el paso de determinacién del riesgo es posible atribuir una probabilidad de alto riesgo de que el
sujeto sea heterocigoto o portador sano, cuando se encuentra una mutacion entre las analizadas en el gen materno
de CFTR, o negativa, cuando ninguna de las mutaciones entre las analizadas se encuentra en el gen materno de
CFTR.

Una aplicacién adicional del método de acuerdo con la presente invencidn se refiere al estudio del gen SMN1 en
el ADN genémico gestacional para la examinacién de la Atrofia Muscular Espinal. La atrofia muscular espinal (SMA)
es un grupo de enfermedades genéticas que causan debilidad y deterioro en los mlsculos voluntarios de bebés y
niflos y, mas raramente, en adultos. Es una de las afecciones genéticas més comunes que afectan a los nifios. Se
estima que uno de cada 6.000 nifios en todo el mundo nacié con SMA.

En mas del 95 por ciento de los casos, la SMA se provoca por la produccién inadecuada de una proteina llamada
proteina de supervivencia de la neurona motora (SMN) esencial para las heuronas motoras. SMN se produce por
SMN1 y en menor medida por SMN2. Estos genes estan en el cromosoma 5. Habitualmente, las personas tienen
dos copias del gen SMN1 y hasta dos copias del gen SMN2 en cada una de sus células de neuronas motoras. En
las personas con atrofia muscular espinal, ambas copias del gen SMN1 estan alteradas o faltan. Tener copias
adicionales (tres o mas) del gen SMN2 se asocia con una enfermedad més leve que compensa parcialmente la
falta de SMN1. En raras ocasiones, la SMA se provoca por mutaciones en genes distintos de SMN (no en el
cromosoma 5).

Las neuronas motoras se ubican en el cuerno anterior de la médula espinal y controlan directamente los musculos
esqueléticos del cuerpo. Sin una proteina de SMN adecuada, las neuronas motoras de la médula espinal
comienzan a contraerse y morir. Cuando esto sucede, el cerebro del nifio no puede controlar los musculos
voluntarios del cuerpo, especialmente los de los brazos y las piernas y los de la cabeza y el cuello. Los musculos
comienzan a debilitarse y dispersarse. Esto afecta a movimientos como caminar, gatear, revisar la cabeza y el
cuello, tragar y respirar.

Hay cuatro tipos diferentes de atrofia muscular espinal. La clasificacién estd determinada por las etapas de
desarrollo que el nifio ha alcanzado en el momento de la apariciéon de la enfermedad. Los tipos | y Il son los més
comunes.

Los tipos de atrofia muscular espinal (SMA) son:

SMA tipo 1 (grave): este tipo también se denomina enfermedad de Werdnig-Hoffmann. Es el tipo mas grave y
comln de SMA. Suele ser evidente al nacer o en los primeros meses (0-6 meses). Los sintomas incluyen
extremidades flexibles y movimiento débil del tronco. Los nifios con este tipo usualmente tienen una capacidad
muy limitada para moverse. También tendran dificultades para comer y tragar, mantener la cabeza alta y respirar.
La SMA tipo 1 progresa rapidamente, con un debilitamiento de los muisculos que conduce a infecciones
respiratorias frecuentes y, usualmente, a la muerte a los 2 afios. Los bebés con SMA tipo 1 nunca pueden sentarse.
SMAtipo 2 (intermedia): los sintomas suelen aparecer entre los 7 y los 18 meses. La tasa de progresién puede
variar en gran medida. La enfermedad afecta a las piernas del nifio méas que a sus brazos. Los nifios con SMA tipo
2 nunca pueden pararse. Las infecciones respiratorias también son comunes con este tipo de SMA. La esperanza
de vida puede variar desde la primera infancia hasta la edad adulta, dependiendo de la gravedad de la condicién
del paciente.

SMA tipo 3 (leve): este tipo de SMAtambién se llama Kugelberg-Welander o atrofia muscular espinal juvenil. Los
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sintomas pueden aparecer por primera vez en un amplio intervalo de afios, desde los 18 meses hasta el comienzo
de la edad adulta. Los pacientes con SMAtipo 3 pueden ponerse de pie y caminar, pero pueden tener dificultades
para levantarse de una posicién sentada. También pueden tener debilidad muscular leve y tienen un mayor riesgo
de infecciones respiratorias. La mayoria de los pacientes con SMAtipo 3 tienen una esperanza de vida cercana a
lo normal.

SMA tipo 4 (adulto): los sintomas de este tipo raro de SMA no suelen surgir hasta la segunda o tercera década de
vida. Los pacientes con SMA tipo 4 pueden caminar durante la edad adulta, pero usualmente experimentan
debilidad muscular progresivamente lenta y otros sintomas habituales de la SMA.

Una aplicacién adicional del método de acuerdo con la presente invencién se refiere al estudio de los principales
genes asociados con la trombofilia hereditaria (Factor V de Leiden, Factor ||, MTHFR) y del riesgo de preeclampsia,
en el ADN genémico de la mujer embarazada.

Sin embargo, otra aplicacién del método de acuerdo con la presente invencién se refiere al estudio de Rh fetal. La
determinacién prenatal del genotipo de Rh fetal podria conducir a una reduccién sustancial en el uso de
inmunoglobulina anti-D y la prevencién de la exposicién innecesaria de las mujeres embarazadas portadoras de
un feto RhD negativo. El grupo sanguineo Rh es uno de los grupos sanguineos més complejos y polimérficos
conocidos en humanos. Los genes homélogos RHD y RHCE codifican para dos proteinas Rh distintas que se
encuentran en el cromosoma 1. Estos genes tienen cada uno 10 exones y 9 intrones y comparten la homologia al
96,8% a nivel de nucledétido.

Aproximadamente el 50% de los casos de aloinmunizacién materna provienen de anticuerpos maternos anti-D
(1gG) que atraviesan la placenta y se unen a glébulos rojos fetales RHD positivos que conducen a su destruccion
después de la anemia y en algunos casos contribuyen a la hidropesia fetal y la muerte fetal intrauterina o la muerte
neonatal.

Al determinar el genotipo Rh fetal, se puede administrar inmunoglobulina anti-D intencionalmente a mujeres
embarazadas RhD Rh negativo que portan Rh positivo del feto. Otra ventaja de la genotipificaciéon de RhD fetal se
refiere a las mujeres que estan inmunizadas contra el antigeno D por diversas razones y que tienen anti-D en
suero.

Por lo tanto, el método de acuerdo con la presente invencidén permite la genotipificacién de RHD fetal a partir de
ADN fetal libre de células (ADNflc) en el plasma de mujeres embarazadas. La genotipificacion de RhD fetal se
realiza utilizando la técnica de PCR en tiempo real con alta precisién, especificidad y sensibilidad.

El método de examen prenatal objeto de la presente descripcion, al ser una prueba con base en la aplicacidén de
analisis moleculares combinados, Secuenciacién de Préxima Generacién, PCR Digital, PCR en Tiempo Real,
ARMS, Transferencia en mancha, reduce drasticamente el porcentaje de falsos positivos (<0,1%), e incrementa el
poder diagnéstico de la prueba NIPT.

El método de acuerdo con la presente invencién permite el estudio de las anomalias cromosdmicas mencionadas
anteriormente por el analisis de muestras de sangre materna y la deteccién de aneuploidias fetales por medio de
secuenciacién de préxima generacién (NGS, Secuenciacién de Préoxima Generacion), aplicando los pasos
descritos para el método y confirmando los resultados positivos con PCR digital. La prueba, que se ofrece a las
mujeres embarazadas que han pasado la décima semana de gestacién, les permite limitar el uso de examenes
prenatales invasivos (amniocentesis y villocentesis) recurriendo a estas maniobras cuando sea necesario. A
peticién del paciente, es posible buscar HR fetal por PCR en Tiempo Real, en tanto que con el ARMS y la técnica
de transferencia en mancha se analizan las mutaciones principales del gen CFTR asociadas a Fibrosis Quistica.
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REIVINDICACIONES

1. Método para determinar la probabilidad de riesgo de trastornos cromosdmicos y genéticos a partir del ADN libre
de origen fetal que comprende los siguientes pasos:

- extraer este ADN libre de origen fetal de una muestra de plasma materno previamente recolectada;

- secuenciar este ADN libre de origen fetal extraido;

- obtener los datos de secuenciacion en formato FASTQ que comprenden las secuencias bioldgicas y las
puntuaciones de calidad de estas secuencias biolégicas;

este método se caracteriza porque comprende los siguientes pasos:

- convertir esta secuenciacion de este formato FASTQ al formato SAM, en el que estas secuencias biolbgicas se
alinean con un genoma de referencia;

- convertir esta secuenciacién del formato SAM al formato BAM, en el que los datos contenidos en este formato
SAM se comprimen por conversién en cddigo binario;

- contar y categorizar la LECTURA secuenciada de este formato SAM, en el que cada LECTURA se categoriza
como mapeada en cada cromosoma o mapeada en todos los autosomas;

- definir una muestra de referencia predeterminada;

- caleular la puntuacidén z en un cromosoma de interés con respecto a esta muestra de referencia predeterminada;

determinar la probabilidad de riesgo de anomalia en este cromosoma de interés si esta puntuacién z es mas alta
que un valor predeterminado.

2. Método para determinar la probabilidad de riesgo de trastornos cromosémicos y genéticos a partir del ADN libre
de origen fetal de acuerdo con la reivindicacién 1, donde el método comprende ademés los pasos de:

- definir un conjunto de regiones gendémicas MOSAICOS que componen el genoma en formato BAM, en el que los
datos se comprimen por conversién en cédigo binario;

- definir una regién genémica de referencia en formato BAM, en la que los datos se comprimen por conversién en
cédigo binario, en el que los pardmetros para implementar este formato BAM de esta regién gendmica de referencia
son los mismos que este formato BAM de estas regiones genémicas MOSAICOS;

- comparar este formato BAM de estas regiones gendémicas MOSAICOS con este formato BAM de esta regién
gendmica de referencia;

- determinar la probabilidad de microeliminacién o riesgo de microduplicacién en estas regiones gendmicas
MOSAICOS que componen el genoma.

3. Método para determinar la probabilidad de riesgo de trastornos cromosémicos y genéticos a partir del ADN libre
de origen fetal de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, donde el método comprende ademas el paso de definir un
formato de indice BAI a partir del formato BAM comprimido, en el que el formato de indice BAI se adapta a la
ejecucidn de cada paquete de software que funciona en este formato BAM comprimido.

4. Método para determinar la probabilidad de riesgo de trastornos cromosémicos y genéticos a partir del ADN libre
de origen fetal de acuerdo con una o més de las reivindicaciones 1 a 3, donde este paso de convertir esta
secuenciacion de este formato FASTQ al formato SAM, en el que estas secuencias bioldgicas estén alineadas con
un genoma de referencia, se implementa por el algoritmo Burrows-Wheeler.

5. Método para determinar la probabilidad de riesgo de trastornos cromosémicos y genéticos a partir del ADN libre
de origen fetal de acuerdo con una o més de las reivindicaciones 1 a 4, donde este paso de secuenciacion de este
ADN libre de origen fetal extraido se lleva a cabo por técnicas de Secuenciacién de Préoxima Generacién NGS.

6. Método para determinar la probabilidad de riesgo de trastornos cromosémicos y genéticos a partir del ADN libre
de origen fetal de acuerdo con una o0 més de las reivindicaciones 1 a 5, donde este método comprende ademés el
paso de amplificar este ADN libre de origen fetal por PCR de reaccién en cadena de la polimerasa, en el que este
paso de amplificacidn se lleva a cabo corriente abajo de este paso de extraccidén de este ADN libre de origen fetal
y corriente arriba de este paso de secuenciacién de este ADN libre de origen fetal extraido.

7. Método para determinar la probabilidad de riesgo de trastornos cromosémicos y genéticos a partir del ADN libre
de origen fetal de acuerdo con una o0 més de las reivindicaciones 1 a 6, donde este método comprende ademés el
paso de verificar este ADN libre de origen fetal por PCR digital si en este paso de determinar la probabilidad de
riesgo de anomalia en este cromosoma de interés, este valor predeterminado es excedido por esta puntuacién z.

8. Método para determinar la probabilidad de riesgo de trastornos cromosdmicos y genéticos a partir de ADN libre
de origen fetal de acuerdo con una 0 més de las reivindicaciones 1 a 7, donde este paso de calcular esta puntuacién
Z en un cromosoma de interés con respecto a esta muestra de referencia predeterminada se lleva a cabo en los
cromosomas 13, 18 y 21 para la determinacién de trisomias de los cromosomas mencionados anteriormente y/o
para la determinacién del sexo fetal y aneuploidia de los cromosomas sexuales X, Y y/o para la determinacion de
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las trisomias de estos autosomas con relaciéon a uno o mas de los cromosomas 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12,
14, 15, 16, 17, 19, 20, 22.

9. Método para determinar la probabilidad de riesgo de trastornos cromosémicos y genéticos a partir del ADN libre
de origen fetal de acuerdo con una o méas de las reivindicaciones 2 a 7, donde este paso de determinar la
probabilidad de riesgo de microeliminacién o microduplicacién en estas regiones gendmicas que componen el
genoma es con relacién a uno o mas de Sindrome de Wolf-Hirschoom, Sindrome de Jacobsen, Sindrome de
eliminacién de 1p36, Sindrome de Angelman, Sindrome de DiGeorge, Sindrome de Cri-du-chat, Sindrome de
Langer-Giedion, Sindrome de Smith-Magenis, Sindrome de Prader-Willi, Sindrome de Williams, Sindrome de
Koolen-de-Vries, Sindrome de HNPP, Sindrome de eliminacién de 18q, Sindrome de WAGR, Sindrome de Potocki-
Shaffer, Sindrome de eliminacién de 1921.1, Kleefstra, Sindrome de Phelan-Mcdermid, Sindrome de Rubistein-
Taybi, Sindrome de Alagille y Sindrome de Miller-Dieker.

10. Método para determinar la probabilidad de riesgo de trastornos cromosdmicos y genéticos a partir del ADN
libre de origen fetal de acuerdo con una o méas de las reivindicaciones 2 a 7, donde este paso se obtiene para
determinar la probabilidad de riesgo de

. Fibrosis quistica (GEN CFTR)

. Sordera congénita (GEN GJB2)

. Talasemia Beta (GEN HBB)

. Hiperplasia suprarrenal congénita clésica debido a deficiencia de 21-hidroxilasa (GEN CYP21A2)
. Hemocromatosis (GEN HFE)

. Acondroplasia (GEN FGFR3)

. Hipocondroplasia (GEN FGFR3)

. Displasia disat6fora (GEN FGFR3)

. Sindrome de Apert (GEN FGFR2)

10. Sindrome de Crouzon (GEN FGFR2)

11. Sindrome de Leopard (GEN PTPN11)

12. Sindrome de Noonan (GENES PTPN11/SOS1/RAF1)
13. Fenilcetonuria (GEN PAH)

14. Sindrome de Rett (GEN MECP2)

15. RifAén poliquistico recesivo (GEN PKHD1).

OCO~NOOOSWN-=

1



	Page 1 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - DESCRIPTION
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - DESCRIPTION
	Page 5 - DESCRIPTION
	Page 6 - DESCRIPTION
	Page 7 - DESCRIPTION
	Page 8 - DESCRIPTION
	Page 9 - DESCRIPTION
	Page 10 - CLAIMS
	Page 11 - CLAIMS

