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e Epitome

Aproximadamente el 99,9% de la secuencia de ADN es comun para toda la especie
humana. Si bien es cierto que la mayoria de las alteraciones de ese 0,1% carecen de
importancia fenotipica y se denominan polimorfismos, otras pueden llegar a ser cruciales

en el desarrollo de enfermedades; estas tltimas son las que se denominan mutaciones.

A pesar de la gran complejidad que acarrean las alteraciones genéticas,
tradicionalmente se clasifican en cinco grandes grupos: Cromosémicas, monogénicas,
mitocondriales, multifactoriales y adquiridas. La técnica del diagnéstico genético
preimplantacional (DGP) surge como alternativa al diagndstico prenatal para parejas en
riesgo de tener descendencia afecta por alteraciones cromosdémicas y/o enfermedades
monogénicas que desean evitar la necesidad de recurrir a terminaciones voluntarias del
embarazo, para lo cual se someten a un ciclo de fertilizacion in vitro (IVF) en un proceso de

reproduccion asistida.

El diagnéstico genético preimplantacional de aneuploidias (DGP-A) se define como
el procedimiento que analiza si los embriones presentan anomalias cromosdémicas antes de
ser transferidos al dtero materno. Para poder aplicar la técnica, los embriones son
biopsiados para extraer una/unas pocas células que seran analizadas para conocer el estado
de ploidia. Si son diagnosticadas como euploides, entonces el embriéndel que proceden es
catalogado como “normal” y puede ser transferido al dtero materno para iniciar la
gestacion. En los dltimos afios, la técnica preferida para DGP-A es la secuenciacién masiva
(NGS). El protocolo de elaboracion de la libreria es ligeramente diferente con respecto a
otras técnicas de diagndstico genético, pues los fragmentos de ADN a secuenciar no se
originan por fragmentacion del material original sino por amplificacion a través de
cebadores aleatorios que se unen al ADN original. A veces, durante el proceso se producen
sesgos que generan dos posibles fuentes de artefactos: la primera, debida a la hibridacién
de cebadores aleatorios en ADN amplificado en lugar de ADN gendmico; la segunda debida
a la amplificacion de la libreria tras la ligacion del adaptador. En ambos casos, se trata de
duplicados de PCR, que pueden enmascarar los resultados. La llegada de la secuenciacion
masiva para DGP-A puso de manifiesto un fenémeno que habia pasado inadvertido, el
mosaicismo, definido como la presencia de dos o mas lineas celulares distintas en un
embrion. El porcentaje de aneuploidia presente, los cromosomas y el tipo celular afetados
determinardn, en gran medida, la viabilidad de un embrién. Cabe destacar que la

bibliografia recoge que estas anomalias producen bajos ratios de implantacién en procesos
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de reproduccion asistida. Ademas, algunos estudios afirman que las tasas de éxito en
transferencias de embriones con bajo porcentaje de mosaicismo son en realidad falsos
positivos introducidos durante el proceso de biopsia, amplificaciény/o analisis y, por ello,
esto embriones presentan tasas de implantacién equivalentes a las de un embrién normal.
Por su parte, otras corrientes acusan que las técnicas presentan falsos negativos, alegando
la existencia de casos donde embriones determinados como euploides engendraron bebés
mosaico4 En cualquier caso, todos parecen coincider en que la determinacion del
porcentaje exacto de aneuplodia es un elemento critico para determinar la probabilidad de
implantaciéon de un embrién mosiaico. Esto provoca que el desarrollo de un método preciso
de determinacién del mosaicismo, controlando niveles de sensibilidad y especificidad, sea

una tarea esencial que ha generado gran interés en el mundo del DGP.

La presente tesis desarrolla un algoritmo destinado al filtrado de duplicados y
artefactos de PCR denominado MiNFilterDups y un algoritmo que permite la deteccién de
porcentajes bajos de aneuploidia y determinacion del nivel de mosaicismo, el MiNmos. Para
su validacion se generaron varios conjuntos de archivos a partir de los datos de embriones

reales de pacientes que se habian sometidoa un proceso de reproduccién asistida.

El DGP también puede ser aplicado en la determinacién de embriones libres de
enfermedades monogénicas cuando los padres son portadores mediante la aplicacién del
diagnostico molecular, lo que se conoce como DGP-M. Las técnicas son muy variadas y han
ido evolucionando, pero todas ellas deben enfrentarse al fendmeno ADO (Allele Drop-0Out) o
amplificacion preferencial de un alelo frente al otro. Este efecto provoca que, al secuenciar,
un locus heterocigoto, éste aparece como homocigoto debido a que uno de los dos alelos no
es amplificado. Esto genera cierta incertidumbre respecto al resultado emitido ya que si al
analizar un embrion éste aparece como homocigotoy no se detecta la alteracion en estudio,
cabe la posibilidad de que el alelo mutado no haya sido amplificado, constituyendo un falso
negativo que puede desencadenar la transferencia de un embrién enfermo. Paraevitar este
problema, generalmente no se estudia Uinicamente la mutacion en los embriones, sino que
también se analizan varios polimorfismosadjacentes al locus mutado. Mediante un estudio
de ligamiento, se determina si estos polimorfismos cosegregan con el alelo mutado o con el
silvestre. Al estudio de la mutacion en los embriones se le conoce como estudio directo; al

estudio de polimorfismos, estudio indirecto.

Tradicionalmente, el estudio indirecto se ha realizado mediante el andlisis de STRs
(short tandem repetas). Sin embargo, la ventaja del empleo de SNPs consiste en la gran

densidad que presentan a lo largo de todo el genoma, lo que permite que los embriones



portadores puedan ser descartados si presentan los polimorfismosasociadosal cromosoma
afecto. Secuenciar todos los SNPs de una regi6on es algo redundante y costoso;
afortunadamente, se puede reducir el nimero de SNPs empleando estrategias de seleccion
de tagSNPs (polimorfismos que representan a otros) basadas en el desequilibrio de
ligamiento. Existen multitud de parametros que permiten calcularsi un SNP puede ser o no
util en la prediccion de otros, pero en el caso concreto de la seleccion de polimorfismos
utiles para DGP-M se requiere la consideracion de mas factores que la correlacion entre los
mismos, pues la mayoria de técnicas de selecciéon obtienen paneles que no son ttiles a la
hora de distinguir fenémenos de recombinacion. El presente estudio desarrolla ,
un algoritmo de seleccion de tagSNPs utiles en DGP-M, que permite, en combinacién con el
fasado, determinar los polimorfismos presentes en cada embrion y descartar aquellos que
porten la alteracién, no solo por su deteccion directa, sino por mostrar los polimorfismos
que cosegregan con la alteracion en los parentales. La validacion in silico se realizé
empleando datos simulados a partir de las principales bases de datos de polimorfismos.
Para la validaciénin vitro, se comprobd la concordancia de los resultados con respecto a los
métodos tradicionales. Finalmente, la metodologia se implementé en el laboratorio, y se

realiz6 un seguimiento de los casos en un periodo de tiempo.

Asi, podemos concluir que el principal objetivo de los algoritmos desarrollados en
el marco de esta tesis persigue el disefio de un método de andlisis rapido y eficaz que
permita aunar los procesos de analisis de DGP-Ay DGP-M mediante secuenciacion por NGS

a partir de una biopsia Unica.
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Abstract

Humans share about 99% of the DNA sequence. Polymorphisms are the most
common alterations of the remaining 0.1% and they lack phenotypic importance, but the

variants called mutations are crucial in the development of diseases.

Despite the great complexity involved in genetic alterations, there are traditionally
five large groups: chromosomal, monogenic, mitochondrial, multifactorial, and acquired
alterations. The Preimplantation Genetic Diagnosis (PGD) technique arises as an alternative
to prenatal diagnosis for couples at risk of having offsprings affected by chromosomal
alterations and / or monogenic diseases, who wish to avoid the need to resort to voluntary
terminations of pregnancy, so they decided to undergo an in vitro fertilization (IVF) cyclein

an assisted reproduction process.

Preimplantation Genetic Testing for Aneuploidy (PGT-A) is defined as the analysis
of embryosfor chromosomal abnormalities before being transferred to the mother's uterus.
In order to apply the technique, the embryos are biopsied to extract one/a few cells that will
be analysed to know the state of ploidy. If cells are diagnosed as euploid, then the embryo
from which they come is classified as "normal" and can be transferred to the mother's
uterus to initiate gestation. In recent years, the preferred technique for PGT-A is mass
sequencing (NGS). The library elaboration protocol s slightly different with respectto other
genetic diagnostic techniques, since the DNA fragmentsto be sequenced do not originate by
fragmentation of the original material but by amplification through random primers that
bind to the original DNA. Sometimes, biases occur during the process that generate two
possible sources of artifacts: the first, due to the hybridization of random primers in
amplified DNA instead of genomic DNA; the second due to amplification of the library after
adapter ligation. In both cases, they are PCR duplicates, which can mask the results. The
advent of massive sequencing for DGP-A revealed a phenomenon that had gone unnoticed,
mosaicism, defined as the presence of two or more different cell lines in an embryo. The
percentage of aneuploidy present, the chromosomes and the cell type affected will largely
determine the viability of an embryo. It should be noted that the bibliography shows that
these anomalies produce low implantation rates in assisted reproduction processes.
Furthermore, some studies affirm that the success rates in embryo transfers with a low
percentage of mosaicism are actually false positives introduced during the biopsy,
amplification and / or analysis process and, therefore, these embryos have implantation
rates equivalent to those of a normal embryo. On the other hand, other currents accuse that

the techniques present false negatives, alleging the existence of cases where embryos



determined as euploids generated mosaic babies. In any case, all seem to agree that
determining the exact percentage of aneuploidy is a critical element in determining the
probability of implantation of a mosaic embryo. This makes the development of a precise
method for determining mosaicism, controlling levels of sensitivity and specificity, an

essential task that has generated great interest in the world of PGD.

We present an algorithm called MiNFilterDups developed for filtering duplicates
and PCR artifacts and a second algorithm called MiNmos to detect low percentages of
aneuploidy and determine the level of mosaicism. For validation, several sets of files were

generated from embryos of patients who had undergone an assisted reproduction process.

Molecular diagnosis canalso be applied in the determination of monogenic diseases
when the parents are carriers, this technique is known as PGT-M (Preimplantation Genetic
Testing to Monogenic Diseases).Several techniques have been evolved, but all of them must
facethe ADO (Allele Drop-Out) phenomenon, known as the preferential amplification of one
allele over the other. This effect causes that, when sequencing, aheterozygouslocus appears
as homozygous because one of the two alleles is not amplified. This phenomenon generates
some uncertainty regarding the result issued since if an embryo appears as homozygous
and the alteration under study is not detected, it is possible that the mutated allele has not
been amplified, constituting a false negative that can trigger the transfer of a diseased
embryo. To avoid this problem, generally not only the mutation is studied, but several
polymorphismsadjacent to the mutated locus are also analysed. Through a linkage study, it
is determined whether these polymorphisms cosegregate with the mutated allele or with
the wild one. The study of the mutation is known as direct study; the study of associated

polymorphisms, indirect study.

Traditionally, the indirect study has been carried out through the analysis of STRs
(short tandem repeats). However, the advantage of using SNPs is the high density that they
present throughout the entire genome, which allows embryos to be discarded if the
polymorphismsassociated with the affected chromosome are present. Sequencing all SNPs
in a region is redundant and expensive; Fortunately, the number of SNPs can be reduced by
tagSNP strategies (polymorphisms that represent others) based on linkage disequilibrium.
There are many parameters that allow us to calculate whether or not one SNP may be useful
in predicting others, but in the specific case of selecting useful polymorphisms for PGT-M,
consideration of more factors than the correlation between them is required to obtain
panels that are useful when it comes to distinguishing recombination phenomena. We

present MiNtagSNP, an algorithm for the selection of tagSNPs useful in PGT-M, which allows
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to determine the polymorphisms present in each embryo and to discard those that carry
the alteration, not only by direct detection, but also for showing the polymorphisms that
cosegregate with the alteration in the parents. In silico validation was performed using
simulated data from the main polymorphism databases. For the in vitro validation, results
were checked for agreement with traditional methods. Finally, the methodology was

implemented in the laboratory, and the cases were followed up over a period of time.

Thus, we can conclude that the main objective of the algorithms presented within
the framework of this thesis pursues the design of a fast and efficient analysis method that
allows combining the analysis processes of PGT-Aand PGT-M by NGS techniques from of a
single biopsy.



|. Introduccion
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Capitulo 1: Conceptos generales

La informacion genética esta codificada por 4 moléculas basicas denominadas
nucleétidos. Estos 4 tipos de nucleétidos son la adenina (A), la timina (T), la guanina (G)y
la citosina (C), los cuales se ensartan por pares formando los filamentos de ADN. EI ADN
humano presenta, aproximadamente, 2500 millones de pares de bases (pb), que se
organizan en 22 pares de cromosomas autosdOmicos mdas un par sexual; en total 46
cromosomas. Las mujeres presentan dos cromosomas sexuales iguales denominados
cromosoma X mientraslos varones presentan un cromosoma Xy uno mas pequefio llamado
cromosoma Y. Los cromosomas miembros del mismo par se denominan homologos vy,
normalmente, cada uno es heredado de un progenitor gracias a que en las células de la linea
germinal una céluladiploide (46 cromosomas) se divide en un proceso denominado meiosis

que origina los gametos (células haploides de 23 cromosomas).
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Figura 1: Esquemade la composicion del ADN y los cromosomas de un humano. Imagen modificada a partir de

ilustraciones de libre distribucion de A. Geremiay Linen Tale.

Cuando este gameto haploide se une al gameto haploide del otro progenitor se
produce un zigoto diploide que seguird dividiéndose en un proceso llamado mitosis que
dard lugar al feto. En la Figura 1 se puede ver un esquema de la localizaciénde los genes y
nucleotidos en la especie humana. La Figura 2 muestra la imagen de un cariotipo normal
realizado a una mujer en nuestro laboratorio; en él pueden verse los 23 pares de

cromosomas homologosy la ausencia de cromosomay.
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Figura 2: Cariotipo normal 46 XX.

Los genes son pequeios fragmentos de ese ADN que codifican proteinas con
funciones especificas dentro del organismo, desde dar lugar al color de los ojos hasta
metabolizar los nutrientes basicos en el cerebro. Al poseer un cromosoma de cada
progenitor también se posee un alelo de cada uno. La combinacidn alélica heredada es el
genotipo. La expresion de los alelos dara lugar al fenotipo, es decir, al conjunto de caracteres

que son visibles como resultado de la interaccion del genotipo.

Aproximadamente el 99,9% de la secuencia de ADN es comUn para toda la especie
humanass. Las alteraciones del patréon del ADN en ese 0,1%, es decir, de la secuencia de
nucleotidos respecto ala secuencia considerada como “normal”, pueden provocar cambios
en la funcionalidad de los genes. Si bien es cierto que algunas alteraciones carecen de
importancia fenotipica y se denominan polimorfismos’, otras pueden ser cruciales en el
desarrollo, llegando a ser incluso letales; estas dltimas se denominan mutaciones8. Una
mutaciénse considera un polimorfismo cuando la frecuencia de su alelo en la poblacion es
superior al 1%¢. Los polimorfismos son responsables de la diversidad existente dentro de
la misma especie?, pero el correcto funcionamiento de todos los genes esenciales es algo

bésico para el correcto desarrollo del feto y posterior adulto.

1.1 Origeny clasificacion de las alteraciones genéticas

Las alteraciones genéticas, tradicionalmente se clasifican en cinco grandes grupos:

cromosOmicas, monogénicas, mitocondriales, multifactorialesy adquiridas?o.

Las anomalias cromosdmicas aparecen en un lado del espectro, ya que presentan
manifestaciones fundamentalmente prenatales, siendo responsables de la mayor parte de

las pérdidas fetales espontaneas!t. En el otro extremo encontramos las enfermedades de



origen multifactorial, que presentan una muy baja manifestacion prenatal¢ y, desde el punto
de vistapreimplantacional, dificilmente podrian llegar a abordarse mediante DGP-M debido
a la dificultad de su estudio, desconocimiento de los genes implicados y las posibles
implicaciones éticas y sociologicas que pueden representar. Las alteraciones monogénicas
y mitocondriales estarian en un punto intermedio, siendo las dltimas un caso algo peculiar,
pues son heredadas exclusivamente por via materna'2. Por ultimo, encontramos las
alteraciones adquiridas, ampliamente relacionadas con el cancer, como un grupo a parte
debido a que no estan presentes en el momento de la concepcién sino que se originan por
efecto del propio envejecimiento celular y la exposicion a factores ambientales toxicos y de

riesgo13.

1.1.1 Alteraciones cromosomicas

Las alteraciones cromosémicas se clasifican en alteraciones numeéricas, que afectan
al numero total de cromosomas del individuo, y alteraciones estructurales, que afectan la
estructura interna de los cromosomas manteniendo el nimero global del individuoi+. Se
nombran empleando la nomenclatura consenso ISCN, del inglés International System for

Human Cytogenetic Nomenclature?s.

Su aparicién es debida a distintos fendmenos que afectan a los gametos, tales como
reordenamientos estructurales en los progenitores, retrasos durante la migracion de las
meiosis que conllevan pérdidas de cromosomas durante la anafase debidas al cierre
prematuro de la pared nuclear dejando fuera un cromosoma que sera degradado por las
nucleasas del citoplasma, o fenémenos de no disyunciéon meidtica (proceso por el cual los
cromosomas homoélogos o las cromaticas de un cromosoma no se separan correctamente
durante la meiosis gamética generando isodisomias, es decir, la tenencia de dos
cromosomas procedentes de un mismo parental). También pueden producirse de novo en
el individuo, es decir, aparecer espontdneamente en el zigoto o el feto durante la etapa de

division celular?s.

En conjunto, las anomalias cromosémicasson mucho mas frecuentes que todos los
trastornos mendelianos monogénicos juntos, pues se estima que afectan a 1 de cada 150
recién nacidos vivos, de los que 2/3 sufriran discapacidad mental o fisica a consecuencia de
la alteracién portadas. Estas alteraciones son, ademds, la primera causa de abortos
espontaneos!’, por lo que tomando en conjunto ambos datos, se cree que al menos un 10-

15% de las concepciones presentan este tipo de alteraciones en madres de edad entre 20y
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24 afiost. El numero de concepciones con alteraciones cromosdémicas asciende
progresivamente hasta un 51% cuando la madre tiene mas de 35 afioss; de las que el 95%
no llega a término1718, La bibliografia recoge que las anomalias cromosdmicas estan
presentes en mas del 60% de los abortos espontaneos ocurridos durante el primer
trimestre19, entre un 15-25% de los casosregistrados en el segundo trimestre y en un 5-7%

de los mortinatos20-22, Estas alteraciones provienen, principalmente, de los ovocitos de

adultos en edad reproductivas.
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Figura 3: Frecuencia de aparicién de las distintas trisomias en abortos espontdneos analizados con técnicas de

cariotipado o array.

Podemos observar en la Figura 3 que las frecuencias de aparicién de trisomias en
abortos espontdneos, derivadas de los estudios publicados por Warburton et al. 23
empleando técnicas de cariotipo convencional, coinciden con las frecuencias derivadas del
estudio de Shen et al. mediante deteccidn por array?+. La figura evidencia que el cromosoma
que aparece con mayor frecuencia alterado es el cromosma 16, siendo en la mayoria de
casos el responsable de los abortos espontaneos. Por el contrario, las trisomias viables

(aquellas que afectan alos cromosmas 13, 18 y 21) son las mas infrecuentes.

1.1.1.1 Alteraciones cromosdmicas numéricas

Definimos las anomalias cromosémicas como aquellos casos en que la dosis
cromosOmica presenta ganancias o pérdidas de uno o mas cromosomasrespecto a la dosis
considerada como normal para el individuo?s. Podemos dividirlas en poliploidias y

aneuploidias en funcién del nimero de cromosomas implicados. Asi, en las primeras, las



células contienen una o mas dosis cromosémicas extra, siempre en multiplos de 23 para la
especie humana, siendo la mas comun la triploidia (69 cromosomas), totalmente
incompatible con la vidazs, si bien en algunas raras ocasiones pueden desarrollarse durante
el embarazo e, incluso, dar lugar a un recién nacido vivo que fallece a las pocas horas. Las
poliploidias estan presente en el 1-3% de todas las concepcionesy representan el 15% del
total de anomalias cromosémicas observadas en abortos?’. Normalmente, estas anomalias
ocurren de manera espontanea por la fecundaciéon de un évulo con dos espermatozoides?s,
aunque la bibliografia recoge algin estudio que afirmala existencia de cierta predisposicién
genética a sufrir este fendmeno en la descendencia?’. La Figura 4 muestra un ejemplo de
cariotipo de un feto triploide realizado a un aborto espontdneo en la semana 9+4 (9
semanas y 4 dias) de desarrollo embrionario en nuestro laboratorio; puede observarse la

presencia de un cromosomay.

Por su parte, las aneuploidias son alteraciones donde la dosis cromosoémica del
individuo presenta un nimero de cromosomas que no es multiplo de la dosis haplotipica
normal para dicho individuoé. La causa mas comunes la no disyuncién meiética durante la
formacion delos gametos, tanto en cromosomas autosémicos como sexuales29. Segtin afecte
a la pérdida o la ganancia de material estaremos ante una monosomia (pérdida de uno de
los cromosomas homoélogos), nulisomia (pérdida del par de cromosomashomologos) o una

trisomia (ganancia de un cromosomaen uno de los pares homdélogos)s30.
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Figura 4: Cariotipo 69 XXY enun aborto espontdneo. Ejemplo de triploidia.

Generalmente, la pérdida o ganancia de material genético de esta magnitud es un
fendmeno incompatible con la vida, presente en el 5% de todas las concepciones3! y
mostrando tasas de aparicién en abortos espontaneos que ascienden al 50% para
fenbmenos de trisomia (la mas comunes la trisomia del cromosoma 16) y al 20% para las

monosomiasé. Sin embargo existen ciertas aneuploidias compatibles con la vida, siendo las
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mas comunes las trisomias, presentes en el 0,3% de la poblacion y causantes del 35% del

total de abortos espontaneos32.

Las trisomias compatibles con la vida en cromosomas autosémicos son facilmente
reconocibles debido al fenotipo caracteristico que producen y afectan a los cromosomas 13,
18 y 2133, La trisomia del cromosoma 13 provoca el Sindrome de Patau, presente en 1 de
cada 5000 recién nacidos vivos (RNV)34; la trisomia del cromosoma 18 se denomina
Sindrome de Edwards y presenta una incidencia de 1 cada 7000 RNV y 1 cada 2600 si la
madre presenta edad avanzada3s. Ambas alteraciones cursan con una esperanza de vida
muy baja, apenas superando el afio de vida y, en muchos casos, los fetos portadores fallecen
in utero343s, Por dltimo, la trisomia del cromosoma 21 cursa con el Sindrome de Down,
presente en 1 de cada 10000 RNV y cuyaincidencia aumenta a 1 cada 750 cuando la madre

supera los 35 afios3s.

La dnica monosomia compatible con la vida afecta a los cromosomas sexuales,
concretamenteal cromosomaXy cursa conel Sindrome de Turner, presente en el 1-2% de
las concepciones, aunque el 99% terminan en abortoé por lo que se observa finalmente en
1 cada 2500 a 5000 mujeres RNV37. En algunos casos nos encontramos con monosomias
parciales y el grado de afectacion de la portadora depende del grado de inactivacién
aleatoria del cromosoma no afecto con respecto al afecto3839. La Figura 5a y la Figura 5b
muestran un ejemplo de un cariotipo de un paciente trisomia para el cromosoma 21 (a) y

otro con monosomiapara el X (b).
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Figura 5: Ejemplo de aneuploidias numéricas a) Trisomia47 XX +21 S. Down b) Monosomia 45 X0S. Turner

Ademas de la monosomiadel cromosmaX, existen otras aneuploidias que afectana
los cromosomas sexuales. Este tipo de aneuploidias presentan un fenotipo mas levey tienen
una incidencia de 1/400 varones RNV y 1/650 mujeres RNVS, aunque suelen cursar con
retraso mental y del desarrollo sexual del individuo entre otros sintomas. Entre ellos

encontramos el Sindrome de la triple X o Stper Hembra (47 XXX), que es el mas frecuente



de todos con incidencias de aparicion de 1 cada 900 mujeres RNV49; el Sindrome de
Klinefelter (47 XXY) registrado en 1 cada 500-1000 varones RNV4142; y por udltimo, el
sindrome de la doble Y o Stiper Hombre (XYY) con una incidencia de 1 cada 1000 varones

RNV43,

1.1.1.2 Alteraciones cromosomicas estructurales

Durante la meiosis se pueden producir fendmenos de rotura seguidos de
reordenamientos del material cromosdmico que generan alteraciones estructurales con
tasas de aparicion de 1/375 RNV, Estas alteraciones pueden surgir de novo o ser heredadas
de progenitores portadores. Si el reordenamiento se produce sin pérdida ni ganancia de
material genético seran alteraciones equilibradas, mientras que si hay variacion de la
cantidad de material genético seran alteraciones no equilibradas#+. Con tasas del 0,4% en
muestras prenatales y el 0,2% en neonatos4546, las anomalias cromosémicas estructurales
equilibradas no suelen mostrar una clinica facilmente detectable salvo que los puntos de
rotura afecten algin gen funcional importante#4, sin embargo, el riesgo aparece en la
descendencia, ya que los portadores presentan una probabilidad de 1/2 de generar gametos
con alteraciones no equilibradaé. La consecuencia mas frecuente de esto son abortos
recurrentes, pero también es comun tener descendencia gravemente afecta, con retraso
metal y rasgos dismorficos entre otras caractersticas fenotipicas. Entre las alteraciones
cromosomicas estructurales mas frecuentes encontrarmos traslocaciones, deleciones,
duplicaciones e inversiones, pero existen también cromosomas en anillo, e isocromosomas,

entre otras.

Las traslocaciones se producen a consecuencia de la existencia de un punto de
rotura y el intercambio del material genético seccionado#’. Si la rotura se produce en dos
cromosomas que intercambian mutuamente el material, la traslocacién se denomina
traslocacion reciprocay los cromosomas pasan a ser llamados cromosomas derivados#’. La
incidencia poblacional de este tipo de traslocaciones es del 0,14%48. Cuando los puntos de
rotura se encuentran muy cerca o dentro del centrémero de dos cromosomas acrocéntricos,
se produce la fusion de los brazos largos de dichos cromosomasy pérdida de los cortosen
una fendmeno denominado traslocaciéon robertsoniana4® cuyaincidencia asciende al 12%:4s.
Cabe destacar que la pérdida del material genético situado en los brazos cortos de estos
cromosomas acrocéntricos no presenta significado clinico ya que en esa regiéon no

presentan genes esenciales, sino pseudogenes y duplicaciones de otros genes localizadosen
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otras regiones, por lo que suele considerarse un reordenamiento balanceado a pesar de que
el nimero de cromosomas final sea 456. La Figura 6 muestra un ejemplo de estos dos tipos

de traslocaciones.
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Figura 6: Ejemplo de traslocaciones a) Reciproca entre los cromosomas 2y 8 b) Robertsoniana entre los

cromosomas 14 y 21.

A pesar de que los portadores de este tipo de alteraciones suelen ser
fenotipicamente normales, tienen un gran riesgo de engendrar embriones afectos de
patologia genética o, directamente, no viables debido a los gametos desbalanceados que se
pueden producir durante la meiosis; particularmente, un estudio afirma que las
traslocaciones presentan un riesgo de descendencia anémala entre el 1y el 20% en funcién
del tamafio del segmento implicado5?, pero ascenderia hasta cifras teéricas del 50% para

una translocacion balanceada.

Las deleciones y duplicaciones son, respectivamente, pérdida y ganancia de material
genético en un cromosoma, provocando una monosomia o trisomia génica del segmento
afectado, que sufre haploinsuficiencia o trisomia parcial51. Si bien en la mayoria de las
ocasiones son alteraciones pequefias y que no causan patologia genética alguna
(consideradas incluso como polimorfismos, por su elevada freuencia en la poblacion), en
ocasiones nos encontramos con alteraciones de gran tamafio (detectables mediante
cariotipo), con una frecuencia de 1 de cada 7000 RNVé. Estas tultimas suelen proceder del
reordenamiento meiético de un portador de traslocacion y presentarse juntas a causa del
reordenamiento, de manera que un segmento del cromosoma aparece duplicado mientras
otro segmento presentara una delecion5t. La significancia clinica dependera del niimero y

funciénde genes afectados.

Los isocromosomas son cromosomas que han perdido el brazo corto y cuyo brazo
largo se ha duplicado52. La causa mas comun de formacién la encontramos durante la
division meidtica, donde el centrémero se divide segtn el plano transversal envez del seguir

el plano vertical; como consecuencia de este suceso uno de los brazos del cromosoma



original se pierde y resulta en un cromosoma cuyos brazos son idénticos entre si pero en

sentido inversos2.

Las inversiones son fendmenos originados dentro de un mismo cromosoma tras una
doble rotura a la que sigue un giro de 180 grados del fragmento sustraido y una reinserciéon
en sentido inversos3. Se clasifican de acuerdo a la localizacion de los puntos de rotura con
respecto al centromero. Asi, si la region invertida contiene el centrémero, cada punto de
rotura se sitia en uno de los brazos y la inversion se denomina pericéntrica. En caso
contrario los puntos de rotura se presentan en el mismo brazo cromosémico, y lainversion
es denominada paracéntrica33. Nuevamente, al no existir pérdida ni ganancia de material,
los portadores seran indistinguibles clinicamente, sin embargo existe una tasa de riesgo de
descendencia afecta que asciende al 5-10% dependiendo del tamafio de la regién invertidas.
También debemos sefialar que algunas deleciones no generan problema alguno, como el
caso de la inversion pericéntrica del cromosoma9, frecuente en el 1% de la poblaciény que

es considerada un polimorfismo benigno sin significancia clinica resefiables.

Las inserciones se producen debido ala insercién de un segmento cromosémico en
otra parte del genoma. La significancia clinica dependera de si hay ganancia de material
genético o interrupcion de genes y, en caso de haber variaciones en la cantidad de ADN, del

tamafio y los genes afectadosss.

Por ultimo, los cromosomas en anillo se originan debidos a la rotura de los dos
extremos de un cromosomas, la delecién de los segmentos terminales y la unién de la
porcidn centrals6. Son fendmenos poco frecuentes que generan muchos problema en la
meiosis celular y la consecuencia fenotipica depende del tamafio del segmento delecionado,
aunque generalmente se trata de alteraciones graves. Ademas el riesgo de transmision

asciende al 40%g¢.

Asi, aunque por definicién algunas de estas alteraciones no presentan una
significancia clinica relevante, en términos reproductivos la segregacién anormal que
experimentan los cromosomas involucrados en este tipo de anomalias durante la meiosis
provocanaltas tasas de infertilidad y abortos espontaneos asi como altas probabilidades de
engendrar descendencia afecta por anomalias congénitas. De hecho, se ha observado una
prevalencia de enfermedades congénitas 25 veces superior en parejas subfértiles con

alteraciones cromosdémicas estructurales conrespecto al resto de la poblacion.s”
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1.1.2 Alteraciones monogénicas

Las alteraciones monogénicas se definen como cambios enla secuencia del ADN que
no afectan a la estructura de los cromosomasss. Actualmente, el Online Mendelian
Inheritance in Man: OMIM describe mas de 23000 variantes monogénicas distintass?,
aunque no todas producen enfermedad ya que son consideradas polimorfismos benignos
que contribuyen a la diversidad genética. Alrededor del 1% de RNV presenta alguna de las
variantes clasificadas como patogénicasé®. Actualmente, ClinVar recoge mas de 100.000

mutaciones clasificadas como patogénicas o probablemente patogénicasé!.

Las alteraciones monogénicas mas frecuentes se deben a sustituciones, deleciones,
inserciones y a la repeticiéon de secuencias’. Cuando las tres primeras afectan a un solo
nucledtido se denominan mutaciones puntuales. Estos cambios en el ADN pueden ser
originados por errores en los mecanismos de replicacidon y reparacion del ADN o bien por
fendmenos ambientales. La consecuencia fenotipica es diferente segiin el nucle6tido

afectado y el cambio producidos2. Estos cambios pueden clasificarse en:

- Mutacion por cambio de sentido: En muchos casos se traduce en un cambio en
un aminoacido de una proteina.

- Mutacioén sin sentido: Puede aparecer un codén de terminacién que interrumpe
prematuramente la formacién de una proteina.

- Splicing: Se produce una modificaciéon de los puntos de corte y empalme
(conocido normalmente por su término en inglés).

- Insercionesy deleciones de un nucleétido dando lugar a cambiosen el marco de

lecturay, conello, a proteinas anémalas.

Asimismo, la variacién de la funcionalidad sera diferente segiin la alteracion se
produzcaen la region promotoradel gen (influenciando la actividad transcripcional
del gen), en los intrones (modulando la estabilidad de la proteina), en los sitios de
splicing (modulando la eliminacién de intrones y unién de exones) o en regiones

intragénicas636+.

1.1.2.1 Patron de herencia.

Una caracteristica importante que influye en que las alteraciones monogénicas
cursen o no con una clinica compatible con patologia se basa en el patréon de herencia

presentadoss.



Autosdmicas dominantes: aparecen en 1 de cada 200 individuossé. En
este caso, el gen con la mutacion se sitda en uno de los 22 cromosomas
autosdmicos y tan solo necesita portar una dosis del alelo afecto para
manifestar la clinica caracteristica de la enfermedad. Normalmente se
presenta en todas las generaciones de una familia y los padres de un
afecto seran siempre afectos a excepcion de casos con penetrancia
incompleta. La penetrancia es el porcentaje de individuos con un
genotipo especifico que cursan el fenotipo esperado. Serd completa si
todo individuo con el genotipo presenta dicho fenotipo, de lo contrario
se denominara penetrancia incompletas¢s. Los hijos de un afecto tendran
un 50% de probabilidad de padecer la enfermedadss.
Autosdmicasrecesivas: son modificacionesdela secuencia de genes que
también se sitian en uno de los 22 cromosomasalterados, pero en este
caso es necesario portar las dos dosis del alelo afecto para manifestar la
clinica caracteristica. Por tanto, ambos parentales deben portar dicho
alelo, bien en homocigosis, siendo afectos, o en heterocigosis, siendo
sanos. Los descendientes de dos heterocigotos portadores sanos tendran
un riesgo del 25% de padecer la enfermedad al heredar los dos alelos
mutados, un 50% de probabilidad de ser portador de alguno de los alelos
mutados pero portar otro sano y un 25% de portar ambos alelos sanos.
A veceslos alelos afectados no son exactamente iguales, pero afectan al
mismo gen por complementacion generando un descendiente afecto por
heterocigosis compuestass.

Recesivas ligadas al cromosomaX: se producen por mutaciénde un gen
localizado en la parte diferencial del cromosoma X con respecto al Y.
Todos los varones portadores presentaran la afectacion debido a la
hemicigosis del cromosoma X respecto al Y (solo hay una dosis alélica
del cromosoma, en este caso causante de enfermedad, por lo que no
existe una segunda dosis alélica sana que pueda contrarrestar el efecto).
En el caso de las mujeres solo las portadoras de ambos alelos afectos
manifestardn la enfermedad, aunque las portadoras de una unica dosis
podrian manifestar una clinica en menor grado debido a la inactivacién
aleatoria del cromosoma X38. E1 100% de la descendencia de un varén
afecto sera sana, ya que las hijas heredaran el alelo sano por parte de
madre y los hijos nunca heredan el cromosoma X del padre. Por el

contrario, las hijas de una mujer portadora tendran un 50% de
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probabilidades de ser portadoras sanas y un 50% de no portar el alelo,
mientras que los hijos seran enfermosen el 50% de los casos y sanos en
el otro 50% por no portar el alelo 58.

- Dominantes ligadas al cromosoma X: se localizan en la misma region
descrita para las recesivas y tan solo es necesaria una dosis del alelo para
manifestar la clinica, por lo que las mujeres pueden ser afectas. Sin
embargo, en varones es letal en muchos casos.. La descendencia de una
madre afecta se vera afectada en el 50% de los casos y sana en el otro
50%; por su parte, las hijas de un varén enfermo seran siempre

enfermas, mientras que los hijos seran todos sanosss.

También podemos encontrar otros patrones de herencia menos comunes como la
pseudodominancia, que es la dominanciaaparente de un alelo recesivo debido ala delecién
del alelo en el otro cromosomas¢’. Este fendmeno es similar a la hemicigosis sufrida por los
varones en los cromosomas sexuales. La codominancia es definida por aquellos casos en
que el fenotipo viene determinado por la expresion conjunta de ambosalelos¢8. Y por tltimo
las enfermedades ligadas al sexo, que afectan a genes autosdmicos en los que el alelo

patogénico se comportacomo dominante o recesivo segin el portador sea varén o mujer.

1.1.2.2 Clasificacion de alteraciones monogénicas

Las principales alteraciones monogénicas, patogénicas o no, son los polimorfismos
de secuencia repetida (VNTR, del inglés Variable Tandem Number Repeat)®70 y los

polimorfismos de nucledtido simple (SNPs, del inglés Single Nucleotide Polimorphism).

Los VNTR presentan un numero variable de repeticiones en tandem. Los
minisatélites corresponden a la repeticion de unas pocas decenas de nucledtidosé, mientras
que los microsatélites (STRs del inglés Short Tandem Repeats) corresponden a la repeticién
de entre 2 y 5 nucle6tidos?0. La ventaja de este tipo de polimorfismos es que cada loci puede
presentar muchos alelos distintos (tantos como repeticiones presente) con frecuencias muy
similares entre si por lo que la probabilidad de que un individuo sea heterocigoto es muy

elevada’t; ademas se distribuyen a lo largo de todo el genoma.

Por su parte, los SNPs son modificacionesde un tinico nucleétido en la secuencia de
ADN, que se mantienen y heredan?2. Segun la localizacién se clasifican en cSNPs (situados

en regiones codificantes), rSNPs (regiones reguladoras) y gSNPs (regiones intergénicas)e.



LosSNPs presentan una menor tasa de mutacion, lo quelos convierte enlas dianas perfectas
para ser empleados en estudios poblacionales”s. Otra ventaja respecto a los polimorfismos
de repeticion es que los SNPs aparecen en alta densidad repartidos por todo el genoma7s.
Actualmente hay mas de 10 millones de SNPs descritos en las bases de datos7+ y se cree que
existen aproximadamente 50 millones de SNPscomunes, es decir, SNPs cuyo alelo de menor

frecuencia presenta una frecuencia superior al 1%75.

1.2 Eldiagndstico genético preimplantacional

1.2.1 Definicidn

Podriamos establecer el origen de la genética médica en 1902, momento en que
Alfred Baring Garrod reconoce en “The incidence of Alkaptonuria: a study in chemical
individuality”76 que las leyes de Mendel, descritas en 1865, pueden ser empleadas para
explicar lapresencia de alcaptonuria en una familia’é. Desde entoncesy tomando como base
los avances del descubrimiento del ADN por Rosalind Franklin y Maurice Wilkins y su
posterior descripcidon por James Watson y Francis Crick, la técnica ha ido evolucionando

hasta convertirse en una auténtica especialidad.

Tras el nacimiento el 25 de Julio de 1978 del primer nifio fruto de la reproduccion
asistida’?, la bibliografia recoge el rapido desarrollo de las técnicas de seleccion de
embriones aptos para engendrar individuos sanos 77 durante la década de los 80, hasta que
en 1990 se evidencia la primera aplicacion exitosa del diagnostico genético

preimplantacional (DGP) enhumanosa través dela seleccion de los cromosomas sexuales?s.

La técnica del DGP surge entonces como alternativa al diagnodstico prenatal para
parejas en riesgo de tener descendencia afecta por alteraciones cromosémicas y/o
enfermedades monogénicas? que desean evitar la necesidad de recurrir a terminaciones
voluntarias del embarazo, para lo cual se someten a un proceso de reproduccion asistida en
un ciclo de fertilizacion in vitro (IVF)79. Un ciclo de IVF con DGP comtinmente comprende

las siguientes etapas, que podemos ver reflejadas en la Figura 7:

e Estimulaciénovarica.

e Aspiracion de los foliculosovaricosy recuperacion de los oocitos.

e Fecundacién con espermatozoides previamente capacitados.

e C(Cultivo de los oocitosy biopsia.

e Realizacion de los andlisis genéticos procedentes de acuerdo a la clinica presentada

por la pareja.
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e Transferencia de los embriones aptos y vitrificacion de aquellos aptos que no hayan

sido transferidos.

Ast pues, solo aquellos embriones que, tras la realizacion de los analisis genéticos
pertinentes, son diagnosticados como no portadores de alteraciéon genética seran
calificados como potencialmente transferibles y podran engendrar un bebé sanoz. Cabe
destacar que el DGP se diferencia de las técnicas de diagndstico genético aplicadas a otros
campos en 2 caracteristicas principales. En primer lugar, el tiempo de respuesta debe ser
mucho menor, pues en muchos casos los resultados deben ser obtenidos en menos de 24
horas para permitir la transferencia de los embriones dentro del mismo ciclo, lo que se
conoce como transferencia en fresco8?. En segundo lugar, cada pareja produce entre 6 y 10
embriones en promedio que deben ser procesados y analizados, lo que incrementa el costo
global y el tiempo de dedicaciéns!. Estas dos caracteristicas definitorias hacen del DGP un
campo en constante crecimiento, promoviendo la buisqueda de nuevas técnicas que

abaraten los costes y el tiempo necesario para la obtencion de los resultados.

a) Aspiracion de los oocitos b) Fertilizacién in vitro. ICSI

Aspiracion :
; Foliculo
de foliculos ¢
Ultrasonido
d) Anélisis DGP (ejemplo)
No portador Portador No portador
Cromosomas Cromosomas Cromosomas
normales normales alterados
b P
| Células transferencia
0 biopsiadas No portador Portador

Cromosomas Cromosomas
normales alterados

e) Transferencia

Trasnferencia
emrbion sano

Apto
transferencia

Figura 7: Esquema proceso de DGP. Imagen modificada a partir de &

Se estima que entre el 2y el 3% de los recién nacidos presenta alguna alteraciéon
genética que ocasiona discapacidad, retraso mental, y/o muerte precozé. Este porcentaje
era antiguamente mucho mayor, pero, la aplicacion de las técnicas de DGP ha logrado

disminuir la tasa en los ultimos afiossz. Como se ha mencionado anteriormente, sin tener en



cuenta la etiologia genética de las pérdidas fetales y mortinatos, las alteraciones genéticas
representan entre el 10 y el 30% de los ingresos hospitalarios pediatricos en paises
desarrollados ya que son responsables del 40-50% de la mortalidad infantil, el 50% de las
cegueras y sorderas y mas del 50% de los casos de retraso mental¢. Sin embargo, el DGP
sigue siendo una técnica costosa que no estan al alcance de todos, por lo que el desarrollo
de técnicas asequibles a la vez que rapidas y eficaces es un interés constante entre los que

se dedican a este campo.

Finalmente, cabe destacar que una de las principales limitaciones de la aplicacion
del DGP, en comparacion con otras técnicas de diagnostico genético, consiste en la baja
cantidad de ADN disponible, procedente de una o unas pocas células. Por ese motivo,
generalmente, se requiere la utilizacion de técnicas de amplificacién de genoma completo.
Ademas, esto puede desembocar en la obtencion de resultados erréneoss3 debido a dos
factores principlamente: la presencia de mosaicismo y allele drop-out (o amplificacién
preferencial de un alelo). Las técnicasde DGP actuales deben ir encaminadas a evitar ambas

fuentes de error.

1.2.1.1 Biopsia

La biopsia comprende el proceso de extraccion de una o varias células que seran
analizadas para determinar si el embrion del que procede es o no transferibles4. La
literatura describe tres procedimientos basicos de biopsia segiin el momento del desarrollo
del embrién en que se realice.. Cada metodologia de extraccidn tiene ventajas especificas y
limitaciones criticas que deberan ser tenidas en cuenta a la hora de emplear un

procedimiento u otro.

Para facilitar el entendimiento del problema, en la Figura 8 se muestra un esquema
de la formacion de los gametos femenino y masculino, la fecundacién y la posterior
formaciondel zigoto. A simple vista se puede observar que el producto de la gametogénesis
masculina consiste en 4 espermatozoides, mientras que la gametogénesis femenina resulta
en un solo dvulo, que completa su maduracién y proceso de division meidtica una vez ha
sido fecundado. Los subproductos formados durante la divisiéon del gameto femenino se

denominan corpusculos polares y no formaran parte del futuro cigoto.
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ESPERMATOGENESIS OOGENESIS
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Figura 8: Esquema de la gametogénesis femeninay masculina, ademds de la formacién del cigoto.

2 O Ootida
- fecundada

En primer lugar, la biopsia de corpusculos polares es una opcién cuando las
mutaciones a evaluar son de origen materno#s. A pesar de la evidente limitacién que supone
tener informaciénsolo del ADN materno, resulta interesante considerar la aplicacién de la
técnica en paises donde las restricciones ético-politicas limitanla obtencién y/o andlisis de
las células embrionariasss. Para su realizacién debemos tener en cuenta que los corpusculos
polares surgen como producto de la meiosis en fase I o fase II, por tanto, su extracciéon no
interfiere en la capacidad reproductiva del oocito, convirtiendo esta técnica en la menos
invasiva de las opciones disponibles8s. Sin embargo tiene ciertas limitaciones. Como ya se
ha mencionado, solo es util en la deteccion de mutaciones procedentes de la linea
maternass. Asi, frente a enfermedades recesivas, un andlisis realizado sobre biopsia de
corpusculo polar solo sera capaz de discernir si el embrién porta el alelo sano o el causante
de enfermedad materno. De esta manera, se descartaran embriones que porten el alelo
mutado materno, sin considerar el paterno, lo que se traduce en que hay un 50% de
posibilidades de desechar embriones validos (aquellos que, portando el alelo mutado
materno, resulten portadores del alelo sano paterno). Esta incertidumbre plantea serios
dilemas morales8s. Otra caracteristica de la biopsia de corpusculo polar es que requiere el
andlisis de ambos corpusculos para tener un resultado de las alteraciones que puede tener

el ovocito, lo que duplica el coste de la prueba frente a otras alternativas. Por altimo, un



hecho que motivaadecantarse por otras técnicasreside en que en el 45% de los corptisculos
se observa un fendmeno de no disyuncién prematura de las cromatidas hermanas de los
corpusculos de fase I, provocando una sobreestimacion de las aneuploidias del embriény,
con ello, el descarte de embriones potencialmente sanosgé. Este hecho es especialmente

importante en parejas de cuyos ciclosIVF se obtuvieron pocos embriones.

A partir de 1988, momento en que se registra la idea de que la extracciéon de una
célula a partir de un embrién de 8 células no resulta perjudicial para el correcto desarrollo
del mismo78, una segunda opcién que fue ganando adeptos consiste en realizar la biopsia de
una blastomera en dia 3 del desarrollo embrionario®’. Una vez excluidos los embriones que
en los exdmenes morfoldgicos muestran baja calidad, se puede realizar una biopsia durante
las primeras horas del dia 3 del desarrollo embrionario, cuando tiene de 6 a 8 células. Para
ello, se realiza un orificio en la zona pelticida mediante &cido Tyrodeso con el empleo de un
pulso laser, y se procede a la extraccién por aspiracion (“captura”) de una de las
blastémeras. En este caso, cualquier célula puede ser escogida para ser biopsiada, yaque el

embrién atin no se ha diferenciado y puede continuar su desarrollo “reponiendo” la falta.

La principal dificultad de la técnica atafie a la obtencién exitosa del material
analizable, pues la blastomera debe ser extraida intacta y, ademas, contener tan solo una
copia del material genético original, es decir que, alahora de elegir la blastémeraa capturar,
se debe escoger aquella que presente claramente visible, un solo nicleoss. Ademas, el
protocolo de fechass8 debe ser rigurosamente respetado para evitar alterar el desarrollo del

embrion y asegurar el éxito de la biopsia.

La ventaja de las técnicas de biopsia de células procedentes del embrién (de este
procedimiento como del descrito a continuacién) reside en que tanto el material materno
como el paterno es analizado. Ademas, otra ventaja de los embriones biopsiados en dia 3
estriba en que, si se realiza el DGP en 24 horas, estos pueden ser transferidos en dia 5 del
estadio embrionario sin la necesidad de hacer realizar un segundo ciclo de estimulacién
para la recepcién de los embriones ni de vitrificarlos, lo que reduce los costes del proceso.
Esto es lo que se conoce como transferencia en fresco. En caso de no desear transferir
inmediatamente, los embriones pueden ser vitrificados y guardados para ser transferidos
en un ciclo posteriors®. Durante afios la biopsia en dia 3 fue el método escogido debido a
estas ventajas y al hecho de que las blastdmeras son sencillas de manejar, por lo que no se

requiere ningun requerimiento especial.
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Como contrapartida, la biopsia en dia 3 se presta a la discusion de cuan fiel es el
material genético de dicha célula al material del resto del cromosoma. Estainc6gnita se basa
en la existencia de fendmenos de mosaicismo, es decir, la presencia de 2 0 mas dotaciones
cromosOmicas diferentes en un organismo. Asi, al analizar el material procedente de una
biopsia en dia 3 se corre el riesgo de que la célula analizada no represente al resto del

embrion9o.

La tercera opcién es la biopsia de trofoectodermo en dia 5 6 6 del desarrollo
embrionario®l. La principal ventaja de la biopsia de trofoectodermo es que, si se realiza
correctamente, no compromete en absoluto el desarrollo embrionario®l. Ademas, queda
demostrado por la literatura en los numerosos casos registrados de mejora de las tasas de

éxito en la implantacién frente a otros procedimientos 9192,

En este caso el embridon es cultivado hasta el dia 5 del desarrollo evolutivo, cuando
se presenta en fase de blastocisto. Una vez cultivados, se seleccionan los embriones
biopsiables en funcién de su morfologia. En general, se biopsian aquellos que presentan una
morfologia adecuada para su estadio, donde se pueda diferenciar claramente la capa del
trofoectodermo de la masa celular interna. Cabe destacar que el trofoectodero formara
posteriormente las estructuras placentarias, mientras que la masa celular interna formara
el feto. Portanto, la biopsia de trofoectodermo se considera menos agresiva que la biopsia
en dia 3 porque no se estan manipulando las células que formaran al propio feto. Para la
realizacion de la biopsia, en primer lugar se debe perforar la zona pelicida mediante laser,
dado que ahora se requiere mayor precision al ser ésta mas delgada que en dia 5. Tras esto,
se aspiran 4-5 células del trofoectodermo, ayudandonos de pulsos laser para separar las
células. Ademas, las células biopsiadas deben estar suficientemente alejadas de la masa
celular interna%, para evitar cualquier posible dafio ya que, en esta etapa, el embriényaesta
suficientemente diferenciado y el dafio causado por la sustraccion de una célula podria ser

irreparable.

Por tanto, las técnicas de biopsiado en dia 5 requieren de personal altamente
cualificado, equipamiento especializado como un laser, asi como de un programa de
vitrificacién embrionario para conservarlos y que ofrezca garantia plena de que los
embriones biopsiados sobreviviran hasta el momento de mayor receptividad endometrial
en la madre®4, ya que no es viable la transferencia mas alld de esta fase embrionaria de
desarrollo en dia 6 y, normalmente, las clinicas no optan por la transferencia dentro del
mismo ciclo ovarico debido al corto espacio de tiempo disponible para la obtencién de

resultados.



La ventaja de la biopsia en dia 5 reside precisamente en que se sustraen varias
células, entre 4 y 10 células®s, e incluso si se extrajese alguna mas, el embridn continuaria
siendo viable siempre que la masa celular hubiese quedado intacta. El analisis de un mayor
numero de células permite un diagndstico mas preciso, dado que aumenta la posibilidad de
detectar un posible mosaicismo77; de hecho, el ratio minimo de aneuploidia necesario para
detectar una aneuploidia se establece en que, al menos, el 50% de las células biopsiadas
presenten la mismaaneuploidia, aunque hay estudios que afirman que es posible discernir
cierto desplazamiento del perfil respecto a la normalidad cuando un 25% de las células lo

presentan?’.

Sin embargo, sigue existiendo cierta controversia respecto al grado de identidad
entre las células biopsiadas y el embrion; algunos autores aseguran que la concordanciaes

suficientemente alta%, mientras otros niegan que exista tal relacion49s.

Una vez realizada la biopsia se procede al andlisis genético de las posibles
alteraciones presentadas por los embriones. Los embriones cuyo resultado sea compatible
con la normalidad serdn clasificados como potencialmente transferibles y podran

engendrar un individuo sano.

1.2.2 Aspectos éticos

Debido a la controversia ética que genera la posibilidad de engendrar “bebés a
medida”, el DGP se encuentra actualmente bajo diferente regulacion en funciéndel pais en
el que se practique, hasta el punto de haber sido prohibido en algunas regionesss. Por
ejemplo, ciertos paises consideran “mas aceptable” la idea de realizar una terminacién
voluntaria del embarazo en el segundo trimestre de desarrollo embrionario, tras la
realizacion de una prueba prenatal, que la realizacion de una evaluacién preimplantacional

que conllevela “eleccidn” sobre el futuro bebé.

Dado que el DGP es realizado antes de la implantacion del embrién, puede ser
empleado, siempre que sea genéticamente posible, para seleccionar embriones libres de
enfermedad al evitar la transferencia del alelo causal, de la misma manera que,
potencialmente, podria escogerse el alelo adecuado al color de los ojos o el pelo. También
permite, por ejemplo, que un futuro bebé sea compatible con un hermano enfermo. Por otro
lado, el DGP puede asegurar que el bebé nacido sea escogido en funcién de los cromosomas

sexuales de manera que se asegure que no sufrira una enfermedad ligada al cromosomaX,
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pero también podria seleccionarse para que pertenezca al género socialmente “mas

aceptado”.

Una encuesta realizada en 2016 en la Universidad de Harvard informé que el 83%
de los encuestados estaba en contra de la manipulacién genética para mejorar el intelecto o
las capacidades fisicas en un futuro bebé?’. Por otro lado, a pesar de que normalmente los
padres escogen embriones libres de la alteracion portada para evitar su transmision al
futuro bebé, segiin una encuesta realizada en 190 clinicas de Estados Unidos por la
Universidad John Hopkins y publicada en The New York Times, en un sorprendente 3% de
los casos los padres emplearon esta técnica para escoger un embrién con la misma

alteracion genética que ellos padecian (por ejemplo sordera)2s.

El alcance actual del DGP permite pues la seleccién de los embriones en tanto
convenga a la situacion de los progenitores, pero siempre debe evitarse la seleccion de
“bebés a la carta”. Cada pais presenta su propia normativa en funcién de la consideracion
ética que conlleva®, algo que debemos tener siempre en cuenta a la hora de disefiar un
andlisis DGP para evitar posibles abusos de la técnica. Ademas, es esencial realizar un
consejo genético adecuado teniendo siempre presente que el fin principal del consejo
genético consiste en permitir que personas portadoras de alteraciones genéticas puedan

reproducirse y vivir de la formamasnormalizada posible100.

En Espafia, la regulacion del DGP-M se establece a través de la ley 14/2006, de 26
de mayo, sobre técnicas de reproduccién humana asistida. Dicha ley recoge la necesidad de
contar con la autorizacién de la Comisién Nacional de Reproduccién Asistida, 6rgano
colegiado dependiente del Ministerio de Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad, y que tiene
encomendada la funcién de realizar informes preceptivos previos ante una serie de
supuestos que contemplael articulo 20.4 de la citada Ley. A grandes rasgos, solo se autoriza

DGP-M para aquellas enfermedades que cumplan los siguientes requisitos:

1. Enfermedadhereditaria cronica, severa y/o progresiva.
2. Existaun informe genético previo donde se establezca claramente la causa de la
patologia.

3. Existaun riesgo genético conocido de transmision.

Esta autorizacion debe solicitarse caso a caso, y es el comité quien decide si se puede
realizar o no. De esta manera, se evitan posibles abusos y la utilizacién poco ética para las

técnicas de DGP-M.



El DGP-Atiene una regulacion algo mas laxa, y tan s6lo es necesario que haya causa
médica justificada para que se pueda realizar, sin necesidad de solicitar autorizacion a la
Comsién Nacional. Aunque mediante esta técnica es posible conocer el sexo del embridn,
esta prohibida la utilizacion de esta informacién para la seleccion de embriones e incluso

facilitar a los pacientes la informacion sobre el sexo del embrion transferido.

1.2.3 DGP-A

A pesar de que actualmente se estima en mas de 5 millones los bebés nacidos como
resultado de la aplicacién de técnicas de reproduccion asisitida0t, el U.S. Department of
Health and Human Services and the Centers for Disease Control afirm6 recientemente que
cercadel 51.9% de los procesos de reproduccion asistida en los que no se emplea donante
no producen una gestacidn exitosal02103, Frecuentemente, las clinicas tratan de mejorarlas
tasas de implantaciony embarazo a través de la implantacién de masde un embriénal dtero
maternot04. Este hecho provoca, evidentemente, el aumento del riesgo de embarazo
multiple a la vez que favorece la gestacion de embarazos ectopicos, abortos espontaneos,
partos prematuros, gestaciones de bajo peso y otras complicaciones de salud que se reflejan
tanto en la madre como en los fetos gestados195. Sin embargo, cada vez son mas las clinicas
que estan abandonando esta practica para optar por la transferenica de un embrién tnico.
Para que las tasas de embarazo por transferencia embrioniaria no se vean afectadas, una
buena estrategia consiste en la seleccion de aquellos embriones que presentan mejor
prondstico con base en criterios como la morfologialos-108, la velocidad de division

celular109-111 y e] analisis de alteraciones cromosémicas04,

Como se ha explicado anteriormente, el cribado genético preimplantacional,
antiguamente denominado PGS por sus siglas en inglés, Preimplantation Genetic Screening
y actualmente conocido como diagndstico genético preimplantacional de aneuploidias
(DGP-A)112, se define como el procedimiento que permite analizar si los embriones
presentan anomalias cromosémicas numéricas antes de ser transferidos al itero materno?-
3, Para poder aplicar la técnica los embriones son obtenidos a partir de pacientes que se
someten a ciclos de fecudacién in vitro; estos embriones son biopsiados para extraer
una/unas pocas células que seran analizadas para conocer el estado de ploidia?’. Si son
diagnosticadas como euploides, entonces el embrién del que proceden es catalogado como

“normal”y puede ser transferido al itero materno para iniciar la gestacion11s.
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El DGP-A fue introducido en la practica clinica con la intencién de mejorar las tasas
de éxito en parejas con problemas de fertilidad, basandose en la idea de que la alta tasa de
aneuploidias encontradas en las etapas tempranas de desarrollo de los embriones de estas
parejas podian ser las responsables de las bajisimas tasas de éxito que este tipo de parejas
experimentaban al exponerse a técnicas convencionales de reproduccion asistida??. Asi,
existen datos que aseguran que la aplicacionde estas técnicas permiti6é disminuir el tiempo
necesario para engendrar descendencia en parejas subfértiles de los 4-6 afos a menos de 4
meses!14, dependiendo de la indicacion. Se considera una pareja subfertil a aquella pareja
en edad reproductva que presenta dificultades para la concepcion después de un ano

manteniendo relaciones sexuales habituales sin el uso de anticonceptivost1s,

Pero el DGP-A no solo se desarrollé con la intencién de mejorar las tasas de
implantacidon y embarazo de las parejas que se sometian a ciclos IVF, sino para disminuir
las tasas de abortos espontaneos3 y el riesgo de tener descendencia afecta por una
cromosomopatia o requerir una terminacién voluntaria del embarazo78116. Se observ6 que
la incidencia de abortos espontaneos en dichas parejas subfértiles pasé del 90% a ser

inferior al 15%114,

El caso de embarazos de madres de edad avanzada es otra de las indicaciones mas
comunes para la aplicacién de los estudios de DGP-A, pues estudios recientes muestran que,
a medida que aumenta la edad materna aumenta la apariciéon de aneuploidias en los
embriones generados, pasando del 20 al 60% en mujeres de masde 35 afios!1’”. Perono solo
los factores maternos son importantes, pues se ha observado que la incidencia de
espermatozoides aneuploides es mayor en varones con problemas de concepcién18,lo cual
puede explicar las elevadas tasas de aborto y baja implantacion que se observan en algunas

parejas con problemas de fertilidad?1s.

Otra de las razones mas comunes del uso de los analisis de DGP-A son los abortos de
repeticion, definidos generalmente (algunos paises varian esta consideracién) como la
ocurrencia de 3 o mas abortos espontaneos con al menos 14 semanas de gestacion de
embriones resultado de concepciones naturales!?. Se ha observado queentre el 28 y el 78%
de los embriones analizados en parejas con abortos de repeticion sufrian aneuploidias?2o.
Esto puede deberse, en muchos casos, a que los pacientes presentan anomalias
estructurales balanceadas que desconoceny tan solo se ponen de manifiesto en la siguiente
generaciont2l. No hay que confundirlos abortosde repeticion con losfallosde implantacion

repetidos, definidos como 3 o mas ciclos de IVF fallidos tras la transferencia de 10 o mas



embriones de calidad!22, aunque debemos sefialar que la definicién de este suceso tampoco

ha sido consensuada por todos los paises.

Por dltimo, y como es ldgico, la ocurrencia de fendmenos de aneuploidia en la
descendencia previa es motivo mas que suficiente para considerar el uso de un analisis de

DGP-A para prevenir futuras ocurrenciasi2t,

Asi, en la bibliografia cientifica podemos encontrar cientos de articulos que
corroboran los beneficios de emplear estas técnicas de seleccion sobre los embriones con
potencial de ser posteriormente transferidos123-128, Sin embargo, en la bibliografia también
podemos encontrar detractores de esta técnical29130, que afirman que las conclusiones
obtenidas en estudios previos no muestran relacion entre la mejoras de las tasas y el uso
del DGP-A. Estos autores contrarios argumentan entre otras, que el elevado coste de las
pruebas no justifica su utilizacion, que la biopsia puede dafiar al embrién, o que los
resultados del DGP-A son inexactos debido al mosaicismo y a errores técnicos. De esta
forma, la utilizacién del DGP-A contribuiria a un incremento en costes del tratamiento, y al
descarte de embriones potecialmente viables, lo que finalmente se traduciria en una
reduccion de las tasas de éxito de un tratamiento de IVF si incluye el cribado de
aneuploidias. Sin embargo, mucha de estas afirmaciones quedan ensombrecidadas si se
aplica un tratamiento riguroso de los datos, asi como una estratificaciéon adecuada de los
pacientes, una aplicacion adecuada de las técnicas (principalmente de biopsia), y si se tiene
en consideracion no sé6lo el nimero parejas que finalizan un ciclo de IVF con un nifio en casa
sano, sino también el tiempo que han tardado en lograrlo, el nimero de transferencias

necesarias y el nimero de abortos sufridos131-133,

Como acabamos de comentar, los protocolos mas comunes para realizar un analisis
DGP-Apor NGS suelen comenzar conuna amplificacién completadel genoma o WGA134. En
muchos casos esta amplificacion se realiza mediante PCR conoligos aleatorios y su objetivo
es la generacion de suficiente cantidad de material genético para llevar a cabo el andlisis
DGP-A posterior u otras técnicas de diagnostico preimplantacional82. Posteriormente, el
material amplificado es secuenciado a muy baja cobertura (0,01X aproximadamente segtin
resultados experimentales no publicados)!35. La cobertura se define como el nimero de
veces que cada posicion esta representada en las lecturas producidasi3é. La secuenciacién a
tan baja cobertura supone un hecho diferencial con respecto a otros andlisis genéticos
basados en secuenciacién masiva donde los rangos de cobertura oscilan entre los 30 y los
1000 X dependiendo de la técnicay objetivo a lograri36. Una vez realizada la secuenciacion,

las lecturas secuenciadas se alinean al genomade referencia para construir un archivo BAM.
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Elarchivo BAM es una version comprimida con BGZF del archivo SAM, que da un buen nivel
de compresion a la vez que provee un eficiente acceso aleatorizado al fichero para
busquedas indexadas. El archivo SAM es un archivo que contiene informacién sobre las
lecturasy su alineamiento. Evidentemente, esta baja cobertura conlleva que las lecturas no
son solapantes, a diferencia de lo que ocurre generalmente en secuenciacién masiva pero,
como se vera mas adelante, para este tipo de andlisis no necesitamos esa redundancia.
Posteriormente, los archivos BAM seran analizados mediante algoritmos de deteccion de
cambios de niimero de copia para diagnosticar la ploidia del embrién original y si es o no

apto para ser transferido.

Un paso clave en el andlisis bioinformatico de estos resultados es el filtrado para
eliminar lecturas aberrantes que puedan distorsionar el resultado emitido. Una de ellas es
lo que tradicionalmente se define como duplicado de PCR, que son aquellas lecturas que
presentan la misma posicion inicial y final cuando son alineadas con el genoma
referencial?’, y que han sido originadas a partir de la misma molécula original. De esta
forma, la generaciéon de un duplicado de PCR provoca que ciertos nucleétidos aparezcan
sobrerepresentados en el archivo BAM final. Esta diferencia entre el material original y el
producto de la libreria contribuye a la generacién de una dispersion o ruido que provoca
que el modelo mostrado en el andlisis DGP-A se desvie del modelo real de ploidia de la

muestra.

Como hemos comentado, se suele considerar duplicado de PCR a aquellas lecturas
idénticas. Recientemente se ha demostrado que un gran nimero de duplicados de PCR
surgen durante la fase de amplificacién de la PCR 138-140, concretamante en el DGP-A esta
amplificacién ocurre en la fase de preparacion del template o molde. Este paso consiste en
la creacion de multiples copias del mismo amplicén, cercas la unas de las otras, para que
durante la secuenciacién se produzca una seiial lo suficientemente fuerte como para ser
detectada. El protocolo seguido para DGP-A durante esta tesis tiene la peculiaridad de que
este paso se realiza mediante ampificaciénisoterma (1A por sus siglas en inglés, Isothermal
Amplification).LalAes un proceso sencillo que se hace a temperatura constante controlada,
lo que reduce considerablemente el tiempo necesario para completar la etapa de
amplificacién14l. Esto resulta bastante ventajoso para el andlisis DGP-A, pero genera
errores!42, Durante la etapa de IA, el ADN es amplificado en la superficie de una ISP (Ion
Sphere Particule), es decir, una molécula de ADN se unira a esta particula, y durante la IA
esta moléculase copiara por toda la superficie de la ISP. En este proceso, es critico que una
ISP esté recubierta de copias exactas de una inica moléculade ADN. Para evitar que varias

moléculas se unan a una mismalSP, la IA se realiza en una matriz 3D en la cual tiene lugar



una reaccion de emulsion isotérmical4s. El uso de esta matriz reduce, pero no elimina, el
riesgo de contaminacién42, por lo que, a veces, una hebra del ADN original puede difundir

en la mezclay viajar de una ISP a otra.

El uso de estructuras cerradas reduce el riesgo de contaminacién4z, pero provoca
que, a veces, una hebra del ADN original hibride en dos pocillos, de manera que cuando la
polimerasa comienza la elongacion, se generan lecturas con distinto tamafio y punto de
origen. También pueden originarse secuencias con distinto tamafio y punto de terminacion

si lareaccidn finaliza antes de alcanzar el final del fragmento144.

Por ultimo, debemos tener en cuenta que durante los primeros ciclos de
amplificacién predomina la formacién de los fragmentos que se ceban mas facilmente,
mientras que en los ciclosfinales lo hacen aquellos que se elongan con mayor eficiencial44.
Esto también puede generar desviaciones de la dispersiéon que hagan que el archivo BAM

final no represente fielmentela muestra original.

Los duplicados de PCR producidos durante el proceso de amplificaciéndel genoma
y/o IA tienen una caracteristica especial con respecto a los duplicados tipicos de un
experimento de NGS, y es que, al originarse a partir de cebadores aletarios, pueden no tener
exactamente el mismo origen y fin, lo que los hace dificil de identificar. Este otro tipo de
duplicados no exactamente iguales, contribuye a “deformar” el perfil del embrién aportando
un ruido extra que puede enmascarar la verdadera ploidia y desembocar en un diagnéstico
erroneo. Porello, tanto los duplicados “clasicos” como los definidos en segundo lugar deben
ser correctamente procesados y eliminados del archivo BAM antes de proceder al analisis

de aneuploidias.

Eneste punto debemos destacar que la llegada de las nuevas tecnologias basadas en
NGS para DGP-A pusieron de manifiesto un nuevo fenémeno: el mosaicismo45. Como ya
comentamos, el mosaicismo se define como la presencia de dos 0o mas genotipos en un
mismo organismo que ha sido producido a partir de un zigoto simple146. Cuando este
fenbmeno cursa con anomalias cromosomicas el origen se debe a un error de la divisién
celular en las etapas tempranas del desarrollo embrionario46. El porcentaje de aneuploidia
presente, la naturaleza de la anomalia y los tejidos afectados por las mismas determinaran
el grado de afeccion y la expresion clinica del portador?, pero resulta muy complicado
establecer el alcance fenotipico a nivel prenatal debido tanto a la complicacién obvia para
obtener muestra. A nivel preimplantacional, cabe destacar que estas anomalias pueden

provocar menores tasas de implantacion de los embriones transferidos en un proceso de
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fertilizacion in vitro147.148, Ademas, a nivel postnatal el mosaicismo ha sido asociado con
fendmenos de retraso cognitivo y desarrollo sexual anormal entre otras
complicaciones!16149.150 y puede afectar a cualquier tipo celular. Por todo esto, resulta
esencial poder seleccionary transferir embriones controlando este problema. Sin embargo,
también existen diversos estudios que reportan nacimientos de nifos sanos a partir de la
transferencia de embriones mosaico51,lo que podria apoyar la teoria de la existencia de un
proceso conocido como rescate embrionario!52, por el cual los embriones con bajos
porcentajes de aneuploidia (bajos porcentajes de mosaicismo) relegan esas células a
diferenciarse en la formacidn de tejidos “menos importantes”153 o sufren apoptosisis4, de
manera que dichos embriones podrian ser habiles para ser transferidos y resultar en el
nacimiento de un bebé sano153-155. Debido a todo esto, en laactualidad existe un gran debate
sobre qué hacer con los embriones mosaico: transferirlos y correr el riesgo de que se
desarrolle un feto que puede acarrear problemas, o descartarlos con el peligro de estar
descartando embriones con un claro potencial de implantacién y de dar lugar a un nifio
sano. Asi, recientemente la Preimplantation Genetic Diagnosis International Society
(PGDIS) 156 public6 una serie de recomendaciones sobre como tratar estos embriones!57 . A
grandes rasgos, este sistema trata de establecer una serie de riesgos para la transferencia
de embriones mosaico, dependiendo del cromosoma afectado y el nivel de mosaicismo

detectado.

Por otro lado podemos encontrar en la bibliografia numerosos estudios que
contradicen estas tasas de éxito en la transferencia de embriones mosaico de bajo
porcentaje, alegando que dichas tasas son debidas a falsos positivos de las técnicas de
deteccion (embriones euploides diagnosticados erréneamente como mosaico)158,
apoyandose ademas en casos donde la transferencia de embriones diagnosticados como

euploides dio como resultado descendencia mosaico (falsos negativos)+.

Este hecho provoca que la identificaciéon y determinacién de los embriones mosaico,
priorizando la transferencia de aquellos que sean 100% euploides, sea algo necesario. Asi,
el desarrollo de un método de determinacion del porcentaje de aneuploidia, que controle
los niveles de especificidad y sensibilidad, es una tarea esencial que podria permitir
establecer con seguridad (si existe) el porcentaje umbral de mosaicismo para transferir un

embrion con seguridad.



1.2.4 DGP-M

El DGP también puede ser aplicado para la determinacién de embriones libres de
enfermedades monogénicas mediante laaplicacién del diagndstico molecular; esto es lo que

hoy en dia se conoce como DGP-M159.

Las técnicas de realizacion del DGP-M son muy variadas y han ido evolucionando a
lolargo del tiempo, pero, al igual que sucedia en el DGP-A, suelen requerir una amplificacién
previa del ADN debido a que se trabaja con muy poco material de partida, normalmente el
ADN de enre una y cuatro células dependiendo del tipo de biopsia realizada%. A diferencia
del DGP-A, el método tradicional de amplificacién por excelencia debido al gran tamafo de
los fragmentos producidos y a la baja tasa de error de los mismos es el MDA (del inglés,
Multiple Displacemente Amplification), que amplifica el material genético por medio del

empleo de la polimerasa Phi29 empleando una temperatura constante169.

Un problema recurrente en el DGP-M es el fendmmino llamado ADO (del inglés,
Allele Drop-0Out) o amplificacion preferencial de un alelo frente al otro, de manera que un
locus heterocigoto aparece como homocigoto161162 tras la secuenciacion. Este fenbmeno
afecta por igual a todos los polimorfismos a lo largo del genoma con independencia de su
frecuenciaalélica, provocando fallos de diagnostico debidos a la incapacidad de detectar los
alelos realmente presentes163; tan solo sera descartable el suceso de ADO cuando aparezcan
polimorfismos en heterocigosisi¢4, pues es el Uinico caso en que se puede asegurar que
ambosalelos han sido detectados. Asi, este fendmeno supone uno de los mayoresretos a los
que debe enfrentarse el DGP, pues si al realizar el andlisis en un embrién este aparece como
homocigoto y no se detecta la alteracion en estudio cabe la posibilidad de que el alelo
mutado no haya sido amplificado, constituyendo un falso negativo que puede desencadenar

la transferencia de un embrién afectoss.

La frecuencia de los fenémenos de ADO en la literatura ha sido ampliamente
reportada, con rangos que van hasta casi el 25% de los loci analizados en casos clinicos de
DGP165, De hecho, el ADO ha sido reportado como la primera causa de errores en analisis
DGP-M defibrosis quistica, ya que los embriones enfermos por heterocigosis compuesta son
diagnosticados incorrectamente y transferidos debido a que tan solo uno de los alelos es
detectado mientras el otro sufre un fenémeno AD0166.167, La formamas comun de evitar esto
consiste en realizar un analisis indirecto a través del estudio de una serie de marcadores
polimdrficos presentes en el embrién que estaran asociados al alelo sano o al mutado. En

este tipo de estudios indirectos se evalta la relacion existente entre varios marcadores
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neutros no causales de enfermedad y los haplotipos causantes. La estrategia que

comunmente se sigue es el analisis de ligamiento.

Enlos analisis de ligamiento se realiza una bisqueda en el genoma de polimorfismos
cercanos al gen a estudiar, y se trata de determinar la segregacion de cada polimorfismos
conel alelo mutado o el sano. Para ello, generalmente se requiere la intervenciéon no sélo de
la pareja, sino también de familiares por linea ascendente o descendente, como se vera mas

adelante.

El principal inconveniente reside en la necesidad de disponer de varias
generaciones de familias afectadas de manera que cada miembro es genotipado para
determinar los polimorfismos que son heredados mas frecuentemente con la
enfermedad?és. La ventaja es que este tipo de metodologias permiten la identificacion de
nuevos genes involucrados en la patogénesis ya que no se limita al estudio de los
polimorfismos causales conocidos. Encontramos multiples estudios que prueban la

efectividad de estos métodos en la identificacion de genes causales de patogenicidad169-172 .

En los estudios de asociacion genética por el contrario se buscan polimorfismos
individuales implicados en la enfermedad a través de la identificacién de genes candidatos
y el andlisis de la frecuencia de aparicion de los polimorfismos en individuos afectos por
dicha enfermedad conrespecto a una poblacién control sana. El inconveniente de este tipo
de técnicas reside en la cantidad de falsos positivos que se generan si un polimorfismo se

encuentra sobrerrepresentado.



Capitulo 2: Estado del arte
2.1 DGP-A

La primera técnica desarrollada para DGP-A fue la hibridacién de fluorescencia in
situ (FISH por sus siglas en inglés, Fluorescentin situ hybridization), que emplea sondas
fluorescentes de nucledtidos complementarias al ADN para visualizar las regiones de
interés. Se aplicé por primera vez en 1982 para detectar la presencia o ausencia de
determinadas secuencias de ADN en los cromosomas de Drosophila melanogaster 173. A
pesar de que la aplicacién de la técnica supuso un hito en la mejora de las tasas de éxito174,
presenta grandes limitaciones que la han desplazado frente a técnicas mas recientes. Entre
esas limitaciones destaca el hecho de que no se analizan todos los cromosomasi74, por lo
que realmente no tenemostoda la informacién para diagnosticar correctamente al embrion.
Ademas, generalmente requiere de varias rondas de hibridacién/deshibridacién de sondas
lo que, ademas de ser un proceso muy tedioso, puede provocar falsos positivos si las sondas

no se deshibridan correctamente7s,

El primer gran avance surgié de la mano de la aplicaciéon de la técnica de
microarrays al DGP-A, con la ventaja de proporcionar resultados para todos los
cromosomas!’6. Una de las plataformas mas empleadas es el array de hibridaciéon genémica
comparativa (aCGH por sus siglas en inglés, Comparative Genomic Hybridization Aray)!7’.
Aunque esta técnica ha mostrado magnificos resultados durante muchosafios, tiene ciertas
limitaciones. El principal inconveniente de la técnica consiste en su elevado coste, una
sensibilidad media (lo que impide o dificultala detecciéon de mosaicismos),y un protocolo
muy manual. Ademads, en el caso de progenitores portadores de una traslocaciéon
balanceada, no es posible distinguir entre embriones normalesy portadores de traslocacion

equilibrada. Ademas no detecta mosaicismos con especificidad.

A pesar de que en 2012 Simpson et al. propusieron el CGH-array como la técnica
mas adecuada para realizar un andlisis de DGP-A82, recientemente varios estudios han
validado el éxito de la aplicaciéon de técnicas de secuenciaciéon masiva, en inglés Next-
generation sequencing (NGS), tanto en biopsias de célula Unica, como de
trofoectodermo?78179, La llegada de esta nueva metodologia ha supuesto un gran avance en
el andlisis de aneuploidias con muestras procedentes de embriones debido no solo a la
disminucién del costo del andlisis, sino al potencial de la técnicay a que permite el analisis
del ADN mitocondriall8 y la deteccién de mosacismos en biopsias de trofoectodermo?18y,

algo que las técnicas anteriores no eran capaces de detectar. Normalmente los protocolos
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de NGS suelen compartirla primera etapa conel aCGH, comenzando con una amplificacién
del genoma completo, 0 WGA (Whole Genome Amplification por sus siglas en inglés). Sin
embargo, quiza la principal ventaja de estas técnicas NGS actuales es que permiten el
andlisis en paralelo de varias muestras dentro de la misma carrera, pues cada una es
marcada con una secuencia unica llamada c6digo de barras o, en inglés, barcode, compuesta
por una secuencia Unica de nucleétidos que permiten identificar la procedencia de los
productos de PCR3. Nos encontramos por tanto ante una técnica conalto nivel de precision,
menos costosay mas rapida que las técnicas previas3182-185, Por estas razones la presente

tesis se centra en el desarrollo de un método de andlisis eficaz basado en ésta tecnologia.

2.1.1 Procesado dela muestras

Extraccion y amplificacion del ADN
Preparacion
libreria Purificacion y cuantificacion de las librerias
1 |
Preparacion de las esferas ISPs
Template 1

Enriguecimiento de las esferas ISPs
!

Inicializacion del lon PGM™ Sequencer

Secuenciacién R L
Carga del chip. Secuenciacion

1
Archivo BAM
s Alineamiento con genoma referencia
Analisis 1
bioinformatico Eliminacién de artefactos de PCR

L |
DGP-A analisis

Figura 9: Esquema del proceso de andlisis de un DGP-A.

El procesado de las muestras para el andlisis DGP-A (Figura 9) se realiza
normalmente utilizando el kit lon ReproSeq™ PGS Hi-Q View (ThermoFisher Scientific).
Este kit contiene todo lo necesario desde la amplificacion del material genético de la biopsia
tomada a partir del embrién hasta las herramientas bioinformaticas para la obtenciéon de
resultados. Este kit realiza la amplificaciéon de todo el genoma mediante un método basado
en PCR, utilizando oligos aleatorios de 6-mer. La parte de amplificaciény preparacién de la
libreria se realiza con el kit SingleSeq. Este kit es una modificacién de PicoPlex (Rubicon

Genomics) que probablemente constituye el kit mas empleado en la amplificacién de



muestras para DGP-A. El protocolo para el paso de preparacién de lalibreria esta dividido

en 3 pasos claramente diferenciados que permiten purificar y cuantificar las librerias:

1. Lisis celular y fragmentaciéndel ADN. En este paso se lisan las células biopsiadas y

se fragmenta el ADN mediante la adicién de un tampon de lisis y un choque térmico.

2. Preamplificacion. Este paso consiste en la amplificacion del ADN de las células
biopsiadas gracias a la utilizacién de oligonucle6tidos aleatorios. Estos oligos llevan,
ademas, unido un adaptador de secuencia palindrémica que hace que los
fragmentos amplificados formen una horquilla, de forma que dejan de estar
disponibles como molde para la siguiente ronda de amplificaciéon, lo que asegura
que en cada nueva ronda el ADN copiado se forme a partir de moléculas de ADN
gendmicoy no a partir de moléculasya amplificadas en un proceso de amplificacién

lineal del genoma.

3. Amplificaciony etiquetado. Este paso consiste en la amplificaciény linearizacién de
las horquillas formadas en el paso anterior. En esta amplificacion, al contrario que
la anterior, el ADN si que se replica de forma exponencial, logrando generar una
concentraciéon suficiente como para poder ser secuenciada. Los adaptadores
empleados son complementariosa los del paso anterior y llevan, ademas, unidos los

codigos de barras.

Una vez preparadas las librerias se inicia la fase de Template (Figura 9), en la cual
las librerfas se combinan y purifican utilizando un sistema de bolas magnéticas, para
posteriormente cuantificarlas con un método fluorimétrico. El conjunto de librerias se
diluye a una concentraciéon de 100pM. Tras esto se procede a la preparacion del molde de
secuenciaciona través de la unién de las moléculasde ADN de la libreria a un soporte sé6lido
en el cual tiene lugar la amplificaciéon clonal y la posterior secuenciacion. En el caso de la
plataforma Ion Torrent, este soporte estd compuesto por unas microesferas llamadas ISP

(por sus siglas en inglés, lon Sphere Particle).

Tradicionalmente, lon Torrent utiliza la técnica de la PCR en emulsion para realizar
la amplificacion clonal, que se basa en la dilucién y compartimentalizacién de las moléculas
de ADN en gotas de agua en una emulsion con aceite. Idealmente, cada una de las gotas
contiene una unica molécula de ADN y funciona como un microreactor de PCR. Aunque se

trata de un método muy eficaz para la preparacion del template, también es bastante lento
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puesto que puede tardar mas de 8 horas. Como se ha mencionado anteriormente, el tiempo
es un factor critico en el DGP-A, por lo que el el kit Ion Reproseq utiliza, en lugar de una
PCR en emulsion, un sistema alternativo conocido como Isothermal Amplification. Este
sistema emplea un reactivo viscoso capaz de generar una malla tridimensional en la que se
consigue una compartimentalizacién similara la anterior. Ademas, la reacciontiene lugar a
temperatura constante de 372C durante 30 minutos, lo que constituye un proceso mucho
mas rapido que el método tradicional de PCR en emulsién. Sin embargo, su utilizacion
supone un aumento considerable del nimero de esferas policlonales (donde mas de una
hebra se amplifica clonalmente), debido a que el movimiento de las hebras no esta
totalmente restringido, pudiendo por lo tanto fluir de una esfera a otra. La dltima fase de la
preparacion del molde de secuenciacion consiste en el enriquecimiento de las esferas que
contienen ADN, descartando las esferas vacias, en un equipo automatizado que utiliza un

sistema de biotina-streptadina.

Finalmente, se procede a la secuenciacién en la plataforma IonTorrent™ Personal
Genome Machine™ PGM (Life Technologies, Thermo Fisher Scientific Inc., MA USA), para lo
cual se sigue un protocolo de secuenciacidn estandar, pero utilizando 250 flujos en lugar de
los 500 habituales debido a que, para esta aplicacion, no son necesarias lecturas
especialmente largas. Esto se debe a que en el DGP-Ano interesa detectar mutaciones, sino
saber a qué cromosoma pertenece cada lectura para asi calcular el nimero de lecturas que
tiene cada fragmento de cromosoma, por lo que con lecturas de apenas 100pb secuenciadas
es mas que suficiente. Para la secuenciacién se emplean chips 318, con lo que es posible

procesar hasta 24 muestras.

2.1.2 Filtrado de duplicados de PCR

Como se ha mencionado anteriormente, el filtrado de duplicados de PCR es un
proceso esencial en practicamente cualquier analisis bioinformatico de datos de NGS. Existe
una amplia gama de programas destinados a marcary /o eliminar duplicados y /o artefactos
de PCR. Los mas populares analizan la cobertura para detectar cambios en el nimero de
copiast44186, El método desarrollado por Bansal calculael ratio de duplicados en funcién de
la cobertura teniendo en cuenta si se trata de una regién genémica o una no codificante17°.
Por su parte, SAMBLASTER combina la informacién de la cobertura con la secuencia
nucleotidica para ordenar las lecturas y marcar las secuencias duplicadas?40. Sin embargo,

comoyahemosmencionado, la cobertura presenta alta variabilidad que puede generar una



distribucion no uniforme que enmascara la verdadera naturaleza de la muestra de origen,

de forma que el diagnostico emitido puede no ser fiel a la realidad del material de origen.

Otros algoritmos emplean la posicién inicial y final del alineamiento, asi como la
calidad entre otros parametros accesorios!87-191, Un ejemplo es FastUnique, que compara
las secuencias pareadas para identificar duplicados en funcién de las posiciones?st, las
herramientas incluidas en SAMtools182183 que emplean las posiciones para eliminar los
duplicados idénticos. Picard emplea la posiciéon 5’ para identificar aquellas lecturas
idénticas184, Por ultimo, el flujo de trabajo desarrollado por ThermoFisher en su filtro de
duplicados tiene un funcionamiento similar a Picard. Sin embargo, ninguno de estos
algoritmos ha sido especificamente desarrollado para DGP-A por lo que el proceso de
filtrado no es el 6ptimo para este tipo de muestras. Esto es debido a la naturaleza de la
amplicacion que se llevaa cabo, que no representa todo el genoma de manera uniforme. Por
tanto, resulta necesario desarrollar métodos que estandaricen el ratio de lecturas para

lograr un diagnostico correcto de la ploidia de la muestra192.

En el momento de la escritura de esta tesis, lon Reporter presenta dos versiones
principales para el andlisis DGP-A, la version 5.0 y la 5.6. Una de las mejoras mas
importantes implementadas en la nueva version radica precisamente en lo que a filtrado de
duplicados se refiere. Mientras que en la version 5.0 tan solo se eliminaban secuencias que
alineaban en multiples posiciones genémicas o que no lo hacian en ninguna, a partir de la
version 5.2 y subsiguientes se ha implementado, a través del flujo de trabajo
FilterDuplicates, un enfoque en dos pasos que agrupa todas las lecturas que tienen la misma
coordenada de inicio en el extremo 5’ con respecto al genoma referencia y que, ademas,
tienen la misma orientaciéon. Una vez agrupadas marca como duplicados aquellas que
poseen la misma coordenada de terminacién 3’ excepto una de ellas, que considera como
lectura original, pero no las elimina. En un segundo paso, las secuencias que hayan sido
marcadas son eliminadas del archivo BAM193, que sera empleado en la deteccién de

aneuploidias.

Este método resulta muy efectivo para la eliminacién de duplicados generados
durante el proceso de amplificacion de la libreria. Sin embargo, no tiene en cuenta otras

fuentes de duplicados debidos a la amplificacién del ADN en PGT-A.
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Portanto, podemos definir una serie de debilidades clavesala hora de aplicar

al DGP-A las técnicas de filtrado actualmente disponibles en el estado del arte:

e La distorsion generada por la dispersion de las lecturas dificulta la
emision de resultados en la determinacion de la ploidia de los

embriones de los que proceden las células biopsiadas.

e Las técnicas de filtrado no estan disefiadas para filtrar losarchivos
BAM procedentes de la secuenciacion de librerias DGP-A, ya que las
secuencias no se disponen en escalera y la cobertura es del 0,01X
aproximadamente, mientras que dichos algoritmos han sido
disefiados para filtrado de secuenciaciones en escalera con coberturas
entre el 30 y el 1000X.

e La incapacidad de distinguir duplicados de PCR no idénticos, es
decir, aquellos surgidos por la amplificacién de fragmentos
previamente amplificados y cuya secuenciacién finaliza antes de

haber reproducido todo el fragmento.

2.1.3 Deteccionde la ploidia

Para la deteccién de aneuploidias, una vez alineadas las lecturas, se emplea el
software Ion Reporter (IRS) en varias de sus versiones. Este software utiliza la profundidad
de las lecturas alo largo del genoma para predecir los cambios de nimero de copia haciendo
uso de un modelo oculto de Markov HMM (por sus siglas en inglés, Hidden Markov Model).
Para el célculo, en primer lugar, se divide el genoma en fragmentos discretos de
aproximadamente 2Mb llamados ventanas, para posteriormente calcular la cobertura
dentro de cada ventana a través del conteo del niimero de lecturas que pertenecen a cada
una. Esta informacion es corregida para las desviaciones debidas al contenido GC mediante
la comparacion con una linea base predefinida formada por 10 perfiles de embriones
euplooides de sexo masculino. Finalmente, el algoritmo basado en HMM determina el

estado de ploidia mas probable de cada ventana y realiza una normalizaciény posterior



suavizado de los perfiles, de forma que se indica no solo las aneuploidias presentes en la

muestra, sino también las deleciones e inserciones conuna sensibilidad de hasta 10Mb.

En el momento de la escritura de esta tesis lon Reporter™ software (IRS) presenta
dos variantes del protocolo para el analisis de la deteccidn de aneuploidias: ReproSeq Low-
pass Whole-genome Aneuploidy PGS 5.2 y ReproSeq PGS mosaic wi.1. La diferencia principal
entre ambos protocolosen que en el primero el algoritmo HMM asigna la ploidia de mayor
probabilidad al considerar la probabilidad de que cada valor de cobertura pertenezca a un
estado de ploidia que se ajusta a valores discretos (0, 1, 2, 3, etc). Sin embargo, esto provoca
que tan solo ploidias completas sean detectadas, obviando posibles mosaicismos en la
muestra. Por su parte, el flujo de trabajo ReproSeq PGS mosaic wil.1 surge de una
modificacidon del anterior para permitir precisamente la deteccién de porcentajes de
aneuploidia. La modificaciéonradica en la asignacion de estados intermedios del nimero de
copias. De esta forma, el algoritmo ajusta los datos de cada regién con un “paso entre
ploidias” de 0,5. Asi, considera la existencia de estados intermedios de ploidia entre los

estados absolutos, lo que permitiria detectar tedricamentela presencia de mosaicismo1%4.

Si bien es cierto que la llegada del NGS para DGP-A1951% convirtié la
bioinformatica en una herramienta util en pleno desarrollo exponencial, los
algoritmos implementados hasta hoy en el estado del arte presentan ciertas

limitaciones clave para su aplicaciénal DGP-A:

¢ No permiten determinar conexactitud el nivel de mosacisimo197,

e No permiten detectar bajos porcentajes de mosaicismo.

e Estas dosimplicanque el riesgo de emitir unresultado erréneo con

mosaicismos de bajo porcentaje es muy elevado.

e La aplicaciéon de estas técnicas no permite realizar un estudio para
determinar la significancia de los embriones mosaicos en los

ciclosde IVF.
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Esto es particularmente cierto cuando se realiza DGP-A en las plataformas de

ThermoFisher, al trabajar con un menor nimero de lecturas.

e Tampoco permite la realizacion de un estudio acerca de la
conveniencia de la transferencia de embriones con distintos

porcentajes de mosaicismo.

2.1.1 Evaluacion de la calidad del resultado

En esta seccion se analizan varios parametros que se utilizan para evaluar la
fidelidad de los resultados. Estos parametros permiten evaluar la probabilidad de que una
alteracion detectada durante el analisis DGP-A sea un falso positivo o, por el contrario, la

probabilidad de que una alteracién no sea detectada debido al ruido de la muestra.

2.1.1.1 Confianzay precision

La confianza es definida como la relacién logaritmica entre el estado de ploidia
detectado por el algoritmo de analisis y el estado esperado. Valores elevados de confianza
indicaran que el algoritmo empleado es capaz de detectar congran fiabilidad que el estado

de ploidia detectado difiere del estado esperado.

La precision es la relacion algoritmica existente entre el probable estado de ploidia
asignado y el siguiente estado de ploidia mas préximo. Ambas se calculan para cada una de

las regiones analizadas.

Una precision baja (inferior a 10) indica que no hay certeza sobre el valor absoluto
de ploidia detectado. Asi, es posible que para niveles altos del estado de ploidia, el valor de
precisidn sea bajo mientras que la confianza sea alta. Esto indicaria que el algoritmo no es
capaz de determinar con precision el estado de ploidia pero que existe una alta certeza de

que el estado de ploidia sea diferente al esperado.



2.1.1.2 MAPD

MAPD por sus siglas en inglés, Median Absolute Pairwise Differences, se define
generalmente como la media de los valores absolutos de las diferencias por pares del
logaritmo en base 2 (log:). Es una medida similar a la desviacién estandar que da una
estimacion de la desviacion y ruido producidos durante el proceso de amplificaciény define
si los datos son apropiados o no para en andlisis de aneuploidias. A diferencia de las dos
anteriores, este valor es calculado para toda la muestra en general. Esta medida fue
disefiada originalmente para ser empleada con datos de microarrays!?199, pero ha ido
tomando importancia en el campo del DGP-A por NGS tras ser adaptada20® por las
principales plataformas de analisis201. Elvalor se obtiene comparando las relaciones en log;

de regiones adyacentes en el genoma segun la formula siguiente:
MAPD = (|x;—1 — x;])
siendo x; el logz de la posicioni, con i ordenada segun la posiciéon cromosomica.

Tipicamente, valores altos de MAPD se asocian con una elevada dispersion o ruido
en las ventanas, generalmente debida a una baja calidad de amplificacion, pudiendo llegar

al punto de enmascarar cualquier posible aneuploidia de la muestra.

En 2014 Cai et al. estableci6 en 0,45 el valor umbral de MAPD admisible para un
andlisis realista de la ploidia al tomar regiones adyacentes de 500kbz202. Sin embargo se ha
comprobado que este valor decrece al aumentar el tamafo de las regiones1%9. Actualmente,

de manera general se considera como aceptable todo valor de MAPD por debajo de 0,3.

2.1.1.3 Numerominimode lecturas

El nimero minimo de lecturas necesario para obtener un diagnéstico fiable de la
ploidia es un concepto que estd muy relacionado con la dispersion de las lecturas en una
muestra, es decir, con el MAPD. Una baja cantidad de lecturas normalmente arroja valores
altos de MAPD en la muestra analizada, ya que suele presentar mayor dispersion, lo que

podria enmascarar la ploidia debido al ruido.
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2.2 DGP-M

La primera aplicacion de la técnica ocurrié en 1994, momento en que se documenta
el uso de la técnica de amplificacion por PCR para seleccionar embriones libres de una
enfermedad ligada al cromosomaX atravésde la seleccidn de embriones femeninos203. Para
ello, se seleccionarion aquellos embriones que mostraban un resultado negativo para la
amplificacion del cromosoma Y eran considerados como femeninos y, por tanto,
potencialmente transferibles. Sin embargo resulta evidente apreciar que cualquier test
basado en la obtencién de un resultado negativo presenta un alto riesgo de falsos negativos
debidos a posibles fallos de amplificacién, sin los controles adecuados. De hecho, esto
desencadend la transferencia de un embriéon masculino enfermo debido a un fallo en el

diagnostico, que finalmente obligd a realizar una terminacién voluntaria del embarazo7s.

Inicialmente, se utiliz6 a técnica de FISH para DGP-M a través del uso de
fluorocromos, marcando diferencialmente los cromosomas en la muestra204. Sin embargo,
debido a sus limitaciones, esta técnica fue rapidamente sustituida por enfoques basados en
el andlisis de la mutacién de interés. Desde entonces, la técnica del DGP ha sido aplicada en
multiples casos como una alternativa al diagnostico prenatal205-208, aunque siempre

considerando los aspectos éticos que conllevala seleccion®.

Una de las técnicas mas utilizadas para DGP-M es la mini-secuenciacion. Se emplea
para la deteccion directa de una mutacién especifica en el estudio de enfermedades
monogénicas en embriones209210, Las principales limitaciones se basan en que requiere el
disefio de oligos especificos en una regién muy concretay tan solo es posible su empleo en
la determinaciéon de mutaciones puntuales. Ademas, para su realizacién se requiere una
amplificacién previa por MDA, lo cual supone la realizacion de una técnica extra,

aumentando el tiempo necesario hasta la obtencion de resultados.

Sin embargo, el estudio de marcadores STRs estd considerado como la técnica de
referencia para la realizacion de andlisis DGP-M211 gracias a la aplicacién de PCR multiple.
Esta técnica consiste en la amplificacion de determinados STRs alrededor de la regién de
interés, junto conla realizacién de un estudio de ligamiento que nos permita identificar el o
los alelos portadores de la mutacién. La principal ventaja de esta técnica reside en que
puede ser empleada con diferentes parejas con independencia de la mutacién que porten.
El genotipado y discriminacion de los alelos portados puede realizarse mediante diversas
técnicas como la amplificacion refractariaz12, la combinacion de RT-PCR con técnicas de

mini-secuenciaciéon a partir de dideoxinucledtidos hibridados con fluorocromos2 o la



digestion por enzimas de restriccion206. En esta ultima se disefian oligos especificos que
amplifican marcadores, generalmente STRs213214, que son posteriormente digeridos por
enzimasde restriccion. Las secuencias diana tendran sitios de corte especificos que variaran
en funcion del alelo presentado, ya que las variaciones alteran dichos loci, dando como
resultado un patrén de migracion diferente que puede ser visualizado mediante el
corrimiento de los fragmentosresultantes en geles de agarosa. Estatécnica ha sido sustiuda
por el andlisis de fragmentos mediante electroforesis capilary la utilizacién de oligosunidos
a fluorocromos especificos para la amplificaién de los STRs. Asi, el avance de las técnicas
unido al empleo de fluorocromos ha permitido que en los dltimos afios se pase de la
amplificacién simultanea de dos o tres STRs a mas de quince marcadores por carrera. Sin
embargo, en ocasiones, alin supone un nimero muy bajo de marcadores para hacer frente
a los problemas que este tipo de andlisis: (1) los STRs aparecen en baja densidad alo largo
del genoma, por lo que a veces los loci disponibles aparecen alejados de la posiciéon de
interés; (2)suelen presentar una muy elevadatasa de ADO al emplear material procedente
de biopsias de embrién215; y (3) se deben seleccionar y validar STRs de manera indivudal
no sélo para cada enfermedad, sino practicamente para cada pareja. Otro inconveniente es
que dependen de la disponibilidad de familiares afectos a partir de los que establecer el
riesgo de herencia. Todo esto incrementa el coste final de la aplicacién de la técnica en DGP-
M, a la par que el tiempo necesario para la obtencién de los resultados, lo que supone un
ingente costo tanto emocional como econdmico para la pareja en estudio. Por este motivo,
el desarrollo de nuevas técnicas aplicadas a DGP-M es un campo de gran interés y en

creciente estudio.

En los ultimos afios han ido surgiendo estudios que demuestran que las técnicas de
amplificaciéon del genoma completo WGA (del inglés “Whole Genome Amplification™) son
perfectamente validas en el analisis DGP-M216, El enfoque pasa por la amplificacion del
genoma completo para producir suficiente ADN que sera posteriormente analizado
mediante cualquiera de las técnicas mencionadas anteriormente. La determinacién del
haplotipo puede ser llevada a cabo mediante PCR a la vez que se combinala realizacion de
andlisis directos de la alteracion en estudio?l6. Ademas, las técnicas de WGA permiten
combinar el andlisis DGP-M con técnicas de aCGH para el analisis DGP-Az205. Sin embargo,
nuevamente el problema de esta metodologia se debe al ingente ratio de ADO que
experimenta2!’, algo que puede ser solventado mediante el andlisis de un mayor nimero de

loci.

Karyomapping?18 es una técnica reciente que ha cobrado gran interés en el andlisis

DGP-M por su gran eficaciay al hecho de que simplifica muchola aplicacién de la técnica al
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no necesitar de un disefio especifico para cada caso. Emplea arrays disefiados para la
evaluacion de una alta densidad de SNPs para determinar, el haplotipo ligado a la mutacién
causante de enfermedad?218. La principal ventaja de esta metodologia reside en su amplia
aplicacién, yaque no es necesario disefiar un andlisis personalizado al caso de los pacientes.
Sin embargo, presenta el inconveniente de requerir necesariamente un familiar por via
ascendente o descendente de estatus conocido para establecer las fases haplotipicas de la
pareja, por lo que no es una técnica util cuando no se pueda disponer de dicho familiar
(como aquellos casos donde la enfermedad sea causada por una alteracion de novo). Por
otro lado, es una técnica dificilmente aplicable a casos de alta consanguinidad. Otra ventaja
adicional es que detecta aneuploidias a través de las frecuencias alélicas de los marcadores
analizados, permitiendo realizar de manera simultdnea PGT-Ay PGT-M. Sin embargo, no es
capaz de evidenciar errores mitoticosy con ello fendmenos de mosaicismo. Ademas, no es
capaz de realizar la deteccion directa, por lo que precisa del trio para determinar la
segregacion alélica. Pordltimo, el protocolo es largo y complicado, por lo que no puede ser
aplicado para ciclos con transferencia en fresco, donde se requieren resultados en menos

de 24 horas.

Por tultimo, las técnicas de secuenciaciéon masiva NGS (del inglés Next Generation
Sequencing) permiten analizar varios loci al mismo tiempo que se realiza un andlisis DGP-A
a partir de la misma biopsia. La bibliografia recoge algunos estudios que demuestran la
utilidad del NGS para DGP-M219.220, E] principal inconveniente de la aplicacion de estas
técnicas al analisis DGP-M se debe a un elevado ADO, lo que podria generar diagnésticos
erroneos. La estrategia consiste en el andlisis de SNPs por NGS que permita identificar los
alelos relacionados conlaenfermedad. Ademas, si la mutacion adetectar es del tipo puntual,
el estudio directo el SNP responsable de la aparicién de la enfermedad es genotipado
directamente. Sin embargo, al igual que en el caso anterior, se corre el riesgo de sufrir un

fenbmeno de ADO, por eso se emplean estas estrategias alternativas.

La ventaja del estudio de SNPs frente a los STRs consiste en su gran densidad y su
reparto homogéneo a lo largo del genoma. Esto hace que sea posible disefiar una estrategia
de andlisis de polimorfismos cercanos a la regién de interés. Otra ventaja respecto a las
técnicas anteriores es que es capazde incluir el analisis directo de la alteracion ala vez que
realiza el andlisis indirecto, mientras que las técnicas anteriores requieren la realizacion de
pruebas accesorias. Por estas razones la presente tesis se centra en el desarrollo de un

método de andlisis eficaz basado en esta tecnologia.



2.2.1 Estrategia del DGP-M por NGS

Una limitacién técnica que presenta el DGP-M mediante el analisis de SNPspor NGS,
es que podria requerir realizar muchas PCRs. Asi, si quisiéramos analizar 100
polimorfismos, necesitariamos 100 PCRs, lo que supone no s6lo un coste importante, sino
la utilizacién de una gran cantidad de material genético, de una muestra bastante limitante.
Este problema técnico se puede solventar con la utilizacién de PCRs multiplex, es decir,
PCRs que amplifican de manera simultdnea un niimero determinado de polimorfismos.
ThermoFisher proporciona una herramienta optimizada para disefiar el mejor conjunto de
amplicones que permita secuenciar los marcadores de interés. Para ello, tiene en cuenta la
composicion nucleotidica de cada amplicén y computa la informacién para minimizar el
numero de amplicones necesario para secuenciar el mayor nimero de marcadores.
También asegura que dichos amplicones no se interfieran durante la amplificacion,
generando conjuntos no solapantes. Por defecto, el tamafo recomendado para cada
amplicon es de 200pb. Esta herramienta permite generar un sistema de PCR multiplex que
amplifique, en una unica reaccion, varias regiones del genoma, y se llama lon AmplSeq. A
esta plataformase le sube las coordenadas de los polimorfismos de interés, yla plataforma
te devuelve el disefio 6ptimo. El output de la plataforma de Ion AmpliSeq consiste en dos
archivos BED. El primero indica la posicién y longitud del amplicon disefiado, mientras que
el segundo es de tipo HotSpot con la informacion relativa a la posiciéon concreta del
polimorfismos de interés. Este archivo HotSpot permite restringir todas las posiciones
secuenciadas en el amplicén al andlisis de las posiciones de interés, aunque todo el amplicon

sea amplificado.

Una de las tareas mas complejasde esta aproximacion, es la seleccion de los SNPs a
secuenciar. Las bases de datos describen mas de 10 millones de SNPs, pero se cree que
existen mas de 50 millones de SNPs comunes (con una frecuencia minima para el alelo
menor MAF del 1%)74. De todos ellos, se deben seleccionar aquellos que nos puedan dar
informacién sobre el alelo mutado. En teoria bastaria con la obtenciéon de dos o tres
marcadores ligados a un locus causante de patologia, reduciendo el riesgo de no deteccion
de un fenémeno de ADO aproximadamente un 50 y un 75% respectivamente, mientras que
con cuatro marcadores el riesgo tedrico desaparece completamente?221. Asi, el andlisis de los
SNPs de unaregidn en lugar de los STRs cercanos parece una estrategia mucho eficiente ya
que se dispone de muchos masmarcadores y mejorlocalizados. Sin embargo, se trataria de
una técnicamuy costosa si tratadsemos de analizar todos los polimorfismos de dicha region.
Afortunadamente, el nimero de polimorfismos a estudiar puede ser reducido empleando

estrategias de disefio basadas en el desequilibrio de ligamiento (LD) entre alelos?22.
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A modo de ejemplo, suponiendo 4 SNPs bialélicos sin recombinacion entre ellos,
siendo 1 la aparicion del alelo de mayor frecuencia y 0 la aparicién del alelo de menor
frecuencia, podemos imaginar la situacion en que solo sean posibles 3 haplotipos distintos
del tipo [SNP1 SNP2 SNP3 SNP4] en una poblacién cualquiera [1100],[000 1]y [1 11 O].
En este caso vemos que el alelo mayor del SNP 4 tan solo aparece presente cuando el alelo
mayordel SNP 2 esta ausente y que el SNP 2 es redundante con el SNP 1. Esto implica que
un estudio que genotipase tan solo el SNP 1, el SNP 2 o el SNP 4 podria obtener suficiente
informacion para describir la regiéon. Estos SNPs se denominan tagSNPs y pueden ser
empleados para inferir el estado alélico del resto de polimorfismos de la regién, llamada
haplobloque, por ser equivalentes desde el punto de vista del LD. Es decir, un tagSNP
representan a los polimorfismos de una regién. Asi, el disefio de paneles de tagSNPs que
permitan inferir el estado alélico de los polimorfismos no genotipados permite minimizar
el nimero de loci que deben ser analizados, maximizando la informacién contenida por el

panel y reduciendo el tiempo y costo de la técnica.

En consecuencia, cémo seleccionar un conjunto minimo de tagSNPs que contenga la
maxima informacién sobre la regiéon de estudio es un tema de gran interés que puede ser
aplicado no solo en el mundo del DGP, sino en el diagnéstico genético en general. La
bibliografia recoge un extenso niimero de estudios algoritmicos destinados a solventar este
problemaz22-227, Como ejemplo encontramos el método desarrollado por Carlson et al., que
calculalos tagSNPs en funcion del estadistico r2 de correlacion?23. En el método desarrollado
por Bafna et al. la seleccion se realiza con base en una nueva medida que cuantifica la
confianza con la que un SNP puede ser considerado como tagSNP224, El método de Chen et
al. realiza la seleccion por medio de la particién de los polimorfismos en bloques?226.
Finalmente, FasTager emplea el LD en una computacion paralelizada para escoger los

marcadores mas adecuados227,

Concretamente, en el marco de esta Tesis, el enfoque del DGP pretende, a partir de
todos los polimorfismos disponibles, seleccionar tan solo aquellos que permitan reconstruir
la region de interés (es decir, que sean tagSNP), de manera que nos permita seleccionar
embriones libres de la alteraciéon patogénica portada por los progenitores. Esta es una
aplicacién novedosa para los tagSNPs. Al principio, los estudios de asociacién recibieron
una gran atencion con el objetivo de poder encontrar polimorfismos correlacionados con
las enfermedades. Sin embargo, la relacion existente entre los tagSNPs y la probabilidad
patogénica qued6 descrita tan solo a medias?28-230, Tras esto, las hipétesis libres de
asociacion comenzarona ganar fuerzaya que permiten su aplicaciéon en un rango mayorde

pacientes, pues mientras que la identificacién de tagSNPs asociados a alteraciones



concretas resulta costosoy complicado de reutilizar, la identificacién de tagSNPs asociados
a regiones concretas y su uso para reconocer el alelo progenitor causal y su reconstruir su
patron de herencia se convertia en una estrategia mucho mas conveniente, al poder ser
utilizada en cualquier pareja de pacientes que presentase una alteracion para dicha regidn,
con independencia de dicha alteracién, de manera que los embriones podrian ser

descartados por presentar el haplotipo paterno identificado como cosegregante con la

alteracion.

Un hecho a destacar es que, mientras los algoritmos disefiados para la seleccion de
tagSNPs se centran tan solo en poder seleccionar aquellos tagSNPs que representan al
mayor ndmero de polimorfismos posible, en DGP-M resulta muy interesante obtener
también aquellos tagSNPs que no pertenecen a ningin haplobloque, por ser precisamente

los que aportaran informacion diferencial acercade la linea genética heredada.

2.2.2 Problemade lainformatividad

Aunque el uso de marcadores de SNPs conllevaventajas no solo desde el punto de
vista econdmico, sino que también produce resultados méas robustos al reducir la
probabilidad de ADO. Sin embargo, al ser mas abundantes y menos polimoérficos que los
STRs, multitud de medidas y parametros deben ser calculados para determinar si un SNP
puede ser o no considerado ttil en la prediccion otros polimorfismos. En el caso concreto
de la seleccion de SNPs informativos utiles en DGP se deben tener en cuenta mas factores

que la correlacion entre los SNPs de una region.

Empleando tagSNPs en LD con la region de interés, podemos asegurar que los
embriones seran portadores o afectos por mostrar aquellos polimorfismos que han sido
identificados como cosegregantes con la alteraciéon en los parentales, sin necesidad de
realizar el estudio directo de la mutacion. El problema de esta estrategia reside en que no
todos los haplotipos poblacionales pueden ser reconstruidos a partir de un tagSNP
cualquiera por el simple hecho de que represente su haplobloque. Suponiendo dos SNPs
bialélicos presentes en un individuo, siendo los alelos del SNP 1 pertenecientes al conjunto
{a, A} y los del SNP 2 al conjunto {b, B}; como muestra la Tabla 1, nos encontramos que
existen 9 posibles genotipos pero 10 ordenaciones distintas para los pares de alelos que
corresponden a ese genotipo, es decir, 10 pares haplotipicos. Por tanto, existe una
incertidumbre acerca de la combinacién haplotipica presentada para el doble heterocigoto

rodeado por un cuadrado rojo en la Tabla 1, a pesar de ser el caso mas interesante para la
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determinacion del haplotipo heredado por cada progenitor. Esta dualidad es lo que hemos
denominado problema de la informatividad y dificulta el empleo de los paneles de tagSNPs

escogidos por los métodos tradicionales en casos de DGP.

AB Ab
AB Ab
AB Ab
aB ab
aB ab
aB ab
AB AB
ABb Aa B
Ab aB
Ab aB
Aab aBb
Ab ab
AB Ab
Aa Bb Aa Bb
Ab aB

Tabla 1: Pares haplotipicos y genotipos posibles para un individuo con dos SNPs bialélicos.

Por tanto, a pesar de los métodos disponibles en el estado del arte, se hace
necesario el desarrollo de nuevos métodos de selecciéon de un conjunto minimo y
optimo de tagSNPs utiles en DGP-M que permita solventar el problema de la

informatividad.

El uso de SNPs informativos permite establecer los haplotipos heredados por cada
embrion y descartar para la transferencia aquellos que muestren los polimorfismos

cosegregantes con el cromosoma paterno asociado a la alteracion.

Suponiendo un SNP bialélico cuya frecuencia alélica para el alelo referencia o alelo

mayorsea py para el alelo alternativo o alelo menorsea g, encontraremos dos estados:

e Que el SNP sea informativo es decir, que un parental sea homocigoto ppoqqy el
otro sea heterocigoto pq.

e Queno sea informativo; resto de combinaciones: pp — pp, P — qq, 99 — qq.

Determinar a priorila probabilidad de que un SNP sea informativo no es facil. De lo
anterior podemos apreciar que el MAF (frecuencia alélica del alelo menor) juega un papel

decisivo directamente relacionado con la probabilidad de informatividad de un



polimorfismo. Cuanto mayor sea esta frecuencia alélica, mayor nimero de individuos
podran portar el alelo. Sin embargo, esto no es necesariamente sinonimo de que la

informatividad aumente, como muestra la Figura 10.
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Figura 10: Convergencia de las frecuencias alélicas de un polimorfismo en términos de informatividad. El eje X

representaria los distintos experimentos llevados a cabo con las distintas frecuencias de los alelosp y q

Con base en los principios de Hardy-Weinberg y las ecuaciones de la genética de
poblaciones en el equilibrio23! el suceso de informatividad podria expresarse por la
ecuacion 2pq * (1 — 2pq) a partir de la cual se obtiene el desarrollo p — 3p? + 4p3 — 2p%,a
la que denominaremos MaxP. Cuando MaxP es derivada e igualada a cero obtenemos una
ecuacion de tercer grado cuyas soluciones son 0,5. Esto implica que 0,5 es, por tanto, el
maximo teérico alcanzable para el valor de informatividad de un polimorfismo, tal como
muestra la Figura 10 en el punto en que la linea correspondiente a los heterocigotos
converge conla de los homocigotos. Asi, cualquier polimorfismo conun valor de frecuencia
alélica entre 0,4 y 0,6 es un buen candidato tedrico para maximizar la informatividad. La
Figura 11 muestra la relacion existente entre la frecuencia alélica y la informatividad para
una region cualquiera. Como se puede observar, la seleccidon de tagSNPs en base tinicamente
a su valor de frecuencia alélica podria suponer un criterio suficiente para permitir
maximizar la informatividad del panel final escogido. Por su parte, debido a que las
poblaciones estan en un equilibrio donde las frecuencias de los genotipos varian de una
generacién a otra, la aplicaciéon de un criterio correspondiente a la seleccién de
heterocigotos al 0,5 es un buen criterio de seleccién cuando se trate de datos poblacionales,

pero puede fallar cuando se pretende aplicar alos individuos concretos.
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Asi, empleando polimorfismos con mayor probabilidad de ser informativos el
problema de la informatividad quedaria solventado. Sin embargo, todavia queda por
determnar la procedencia del alelo heredado; por ello se hace necesario el desarrollo
de métodos de determinacidn del alelo portador mediante el fasado (predicciéon de
los alelos que cosegregan con cada cromosoma progenitor) de dichos tagSNPs,

permitiendo la seleccién de los embriones libres de la alteracion en estudio.
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0,3

Informatividad
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Figura 11: Distribucién de los valores de informatividad con respecto al valor de MAF.

2.2.3 Estrategias de seleccion de tagSNPs

A pesar de la ingente cantidad de estrategias existentes a la hora de seleccionar
tagSNPs, todas ellas estan basadas en uno de estos tres modelos: modelos basados en el
calculo del desequilibrio de ligamiento, modelos basados en bloques y modelos libres de

bloques.

Los modelos basados en el desequilibrio de ligamiento parten de datos genotipicos
de poblaciones referencia para tratar de identificar un conjunto minimo de regiones
denominadas ventana cuyos polimorfismos estén en alto desequilibrio de ligamiento, de tal

manera que los SNPs de dos ventanas nunca estén en LD entre si223,



Por otro lado se ha estimado que mas del 50% de los fen6menos de recombinacién
tienen lugar en menos del 10% del genoma?232. Este hecho permite a los modelosbasados en
bloques, definir regiones denominadas bloques haplotipicos donde el desequilibrio de
ligamiento existente entre los polimorfismos es compatible con la ausencia de
recombinacion. Estos bloques ademas estaran separados por regiones con niveles de
recombinacién mucho mas elevados. Un hecho diferencial con la estrategia anterior reside
en que los bloques haplotipicos son previamente definidos por el usuario, de forma que la
seleccion de tagSNPs se centra en encontrar, de entre todos los polimorfismos
pertenecientes al bloque haplotipico, un conjunto minimo de tagSNPs que permita
distinguir todos los haplotipos existentes en el bloque?228233.234, La desventaja principal de
las estrategias basadas en estos métodos reside en la multitud de formas disponibles para
dividir el genoma en bloques haplotipicos, lo que resulta en que, incluso la aplicacion del
mismo algoritmo puede resultar en paneles de tagSNPs muy diferentes para la misma
region de analisis. Dos SNPs serdn considerados como suficientemente correlacionados
cuando ocurran dentro del mismo bloque haplotipico, es decir, dentro de la misma region
con baja evidencia de recombinacién. Un ejemplo de este tipo de estrategias esta

implementado en la herramienta SNPinfo235.

Finalmente, los métodos libres de bloques consideran que, dado que la frecuencia
alélica de los polimorfismosy las tasas de recombinacién varian a lo largo del genoma,
predefinir regiones de biisqueda carece de sentido, por lo que basan sus algoritmos en la
cuantificacidn de estadisticos de vecindad, asumiendo el nimero de tagSNPs total del panel

como parametro de entrada fijado por el usuario?25236-238,

Los métodosbasados en este tercer modelo permiten encontrar tagSNPs capaces de
predecir haplotipos en muestras desconocidas, mientras que los métodos basados en los
dos primeros logran minimizar el nimero de tagSNPs necesario para realizar estudios de
asociacionz39. Por su parte, los métodos basados en LD identifican tagSNPs capaces de
representar polimorfismos que estadn distantes en el genoma, mientras que los métodos
basados en bloques representan regiones contiguas236. Por esto los primeros pueden fallar
ala hora de distinguir entre los distintos haplotipos existentes en una regién ventana, pero
los segundos permiten diferenciar todos los haplotipos existentes para una regiéon

haplotipica.
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2.2.4 Estrategias de fasado de los polimorfismos

La determinacién de la procedencia del alelo heredado se hace a través del fasado
de dichos tagSNPs. Sin embargo, la ingente cantidad de marcadores empleados en los
estudios de informatividad a través de SNPs por técnicas de NGS dificulta la determinacién
de la procedencia del alelo heredado. Por tanto, hace patente la necesidad del desarrollo de

métodos automatizados para el fasado de dichos tagSNPs.

Handyside et al 240 afirmaron que, a pesar de que los SNPs son esencialmente
bialélicos y, por tanto, potencialmente menos informativos que los STRs, pueden ser
empleados a través del establecimiento del genotipo paterno y el de un hijo enfermo
preferiblemente, u otro familiar cercano a la pareja cuyo estado de enfermedad sea
conocido, para establecer cuatro conjuntos distintos de SNPs segregantes en los
cromosomas parentales de acuerdo a las teorias de herencia mendeliana 218. Asi, mediante
la comparativa de los alelos parentales, los alelos del hijo afecto y los alelos presentes en la
biopsia embrionaria, puede quedar establecida la presencia o ausencia del alelo afecto en

los embriones mediante un estudio indirecto.

Con base en estas afirmaciones, durante el transcurso de esta tesis se desarrollé en
la misma empresa (Bioarray S.L) el trabajo Fin de Master de José Leonardo Diaz Chacdn,
titulado “Estudio de la cantidad de ADN mitocondrial como marcador de la calidad
embrionaria y Desarrollo de nuevas técnicas bioinformdticas para el diagndstico
preimplantacional”, presentado en julio de 2017 para la obtencién del titulo de Master
Universitario en Bioinformatica por la Universitat de Valéncia. Dicho trabajo desarrollé un
método de fasado automatico de polimorfismos en muestras trio, es decir, a partir de las
muestras obtenidas de una pareja y su hijo enfermo. Para ello, el algoritmo parte de los
archivos HOTSPOT generados a partir de la secuenciacion de los oligos disefiados por la
plataforma AmliSeq y establece locus a locus, por medio de una matriz temporal, la
procedencia de los alelos presentes en el hijo afecto mediante la generacion de una matriz
temporal. Ademas, el método permite el establecimiento de keySNPs, definidos por
Handyside como aquellos polimorfismos presentes en los embriones que, sin lugar a duda,

no se encuentran bajo un efecto ADO?240,

Sin embargo, a pesar de la gran utilidad del método propuesto, encontramos una
serie de debilidades a mejorar: en primer lugar el algoritmo no permite el establecimiento
de las fases haplotipicas en familias compuestas por miembros diferentes a los que

componen las muestras trio ni su aplicacién en aquellos casos en los que no se dispone del



material procedente de un hijo afecto. Esto es debido a que el algoritmo fue desarrollado de
forma especifica atendiendo a los familiares involucrados en cada situacién y su extension
a familias con mas componentes necesitaria el modelado individualizado de cada caso para
considerar el grado de parentesco entre los individuos disponibles. Por otrolado, el empleo
de matrices guardadas en archivos temporales complicalaaplicaciéon del mismo a casos con
mas individuos, a la vez que incrementa el tiempo de computacién al precisar de la
realizacion reiterada de procesos de lecturay comprobaciénen cada individuo y posterior
escritura en cada uno de los locus secuenciados en el analisis de informatividad, lo cual

crece conel nimero de individuos para los que hay que realizar estos procesos.

2.3 Combinacion de DGP-A y DGP-M

Por ultimo, debemos destacar que, a pesar de todas las técnicas disponibles, atin no
se ha podido establecer un método rapido, eficaz y econdmico que combine DGP-A y DGP-
M en una unica biopsia a través de NGS. Este hecho resulta muy ventajoso debido a la
posibilidad de reducir tanto el tiempo necesario para la obtencion de resultados, y con ello
el tiempo de espera de los pacientes, reduciendo los niveles de estrés sufridos por la madre,
como el costo de todo el proceso, al no ser necesario recurrir atécnicas accesoriasy permitir

el manejo simultaneo de las librerias destinadas a cada analisis.

El principal motivo es que, hasta ahora, las técnicas utilizadas para DGP-Ay DGP-M
eran radicalmente distintas. Mientras que para la primera, como ya se ha comentado, se
solia utilizar FISH o microarray hasta la incoporacion reciente de las tecnologias NGS, para
la segunda se utilizaba secuenciacién capilar o andlisis de fragmentos. Sin embargo, el
trabajo desarrollado en esta Tesis permite unificar ambas técnicas bajo el paraguas de una

Unica tecnologia: la secuenciacién masiva.
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e Propésito general

Se han identificado las siguientes carencias a la hora de aplicar las soluciones
existentes en el estado del arte para disponer de un método rapido, eficazy econémico que

combine DGP-Ay DGP-M en una unica biopsia a través de NGS.

e Las técnicas de filtrado disponibles no estan disefiadas para filtrar los archivos
BAM procedentes de la secuenciacion de librerias DGP-A, al no manejar de
manera adecuada duplicados generados con oligos semialeatorios y que, por

tanto, no idénticos.

e Losalgoritmosde andlisis implementados en el momento de escritura de la tesis

no permiten determinar con exactitud el nivel de mosaicismo.

e Las distintas técnicas de seleccion de tagSNPs que podemos encontrar en el
estado del arte calculan conjuntos minimos de tagSNPs que no pueden ser
empleados de forma 6ptima en los andlisis DGP-M, ya que no permiten

determinar con exactitud los alelos segregantes en cada cromosoma.

e Al no estar contemplado el empleo de los tagSNPs propiamente dicho en los

andlisis DGP-M, el fasado de los mismostampoco ha sido automatizado.

El principal objetivo de los algoritmos desarrollados en el marco de esta tesis
persigue el disefio de un método de andlisis rapido y eficaz que permita aunar los procesos
de andlisis de DGP-Ay DGP-M mediante secuenciacién por NGS a partir de una biopsia tinica.
Este hecho permitiria ademas la realizacién de biopsias con transferencia en fresco, ya que
el proceso completo delaboratorio dura menosde 12 horasy los resultados bioinformaticos
son obtenidos en tiempo real, a la par que mejorar la confianza en la informacién obtenida

con respecto alos métodos de diagnosis actuales.

e Hipotesis de investigacion

La hipotesis de partida de esta tesis doctoral es que se puede conseguir un proceso

unificado de analisis de DGP-A y DGP-M mediante secuenciaciéon por NGS a partir de una
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biopsia tnica, si bien requiere solucionar las carencias anteriores. Estolleva a las siguientes

hipétesis de investigacion:

e La disminucion de la dispersidn de las lecturas a través del proceso de filtrado
de duplicados y artefactos de PCR permite aumentar la confianza de los

resultados obtenidos.

e Mejorar el filtrado de duplicados y artefactos de PCR facilitara la determinacién

de la ploidia.

e Mejorar la deteccion del porcentaje de aneuploidia facilitara la determinacion

de la ploidia y el nivel de mosaicismo.

e Mejorar los niveles de sensibilidad y especificidad en la determinacién de la
ploidia y el nivel de mosaicismo permitirad no tener que descartar muestras con

bajo nimero de lecturas o alta dispersién de las mismas.

e Mejorar la seleccion de tagSNPs permitira ahorrar en tiempo y costo de

secuenciacion al seleccionar un conjunto menor de polimorfismos.

e Mejorar la seleccion de tagSNPs a través de la consideracién de Ia
informatividad permitira su aplicacién en DGP-M para resolver el problema de

la informatividad.

e El disefio de una metodologia automatizada de fasado de los polimorfismos
analizados facilitarala determinacion de los alelos portados, permitiendo asi la
seleccion de embriones libres de alteracion y reducira el tiempo necesario para

la obtencion de resultados.

e Objetivos especificos

Las hipdtesis de investigacion permiten definir los siguientes objetivos especificos

de esta tesis doctoral.



Filtrado de duplicadosy artefactos de PCR:

Desarrollo de un algoritmo de filtrado de artefactos y duplicados de PCR
denominado MiNFilterDups especifico para muestras de DGP por NGS, permitiendo que los
software de andlisis de DGP-A detecten el modelo real de ploidia presentada por la muestra
con independencia del nimero de lecturas y la dispersiéon de las mismas. Este algoritmo

debe ser capaz de:

e Disminuir el valor de MAPD y aumentar la confianza de los resultados de las
muestras filtradas con respecto al estado del arte.
e Permitir que el diagndstico de muestras con valores de MAPD superiores a 0,3

aun sea fiable.

Determinacion delaploidiay el nivel de mosaicismo:

Desarrollo de un algoritmo de analisis DGP-A denominado MiNmos especificamente
disefiado para ser capaz de detectar bajos niveles de mosaicismo, controlando los niveles

de sensibilidad y especificidad. Dicho algoritmo debera:

e Gradar y determinar el nivel de mosaicismo de las muestras, indicando el
porcentaje de células aneuploides conrespecto alas normales.

e Detectar bajos porcentajes de aneuploidia y determinar el nivel de mosacismo.

e Emplearel valorZ-Scoredellog10 de los niveles de coberturacorregidos respecto
alosvalores de las dos lineas base, como indicador del estado de ploidiay el nivel
de mosaicismo.

e Detectar el estado de ploidia y el nivel de mosaicismo incluso con valores de
MAPD mayores que 0,3.

e Mostrar una mayor sensibilidad y especificidad en la distinciéon entre
embriones euploides y mosaicos de bajo nivel respecto a las técnicas actuales
del estado del arte.

e Precisar de un menor nimero de lecturas minimas para obtener resultados

fiables respecto alos algoritmos del estado del arte.
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Estudio deladispersiondelaslecturas:

A partir del estudio de la aplicacién de nuevas técnicas al DGP-A se deduce que el
MAPD es un valorinversamente relacionado con el nimero de lecturas. Esto sugiere que no
es posible realizar la comparacién de la dispersion de las lecturas a través de los valores de
MAPD entre muestras con distinto nimero de lecturas. Porello, en este estudio se pretende
proponer una alternativa a la medida existente actual de la dispersién de lecturas en las

muestras y debatir acerca de su idoneidad en el DGP-A.

También se discutira acerca de la relacién existente entre el MAPD de la muestray
el nimero de lecturas, y la implicaciéon de dicha relacién en la comparacién entre muestras

con distinto namero de lecturas.

Se estudiara si la ploidia de un embridn pueda ser correctamente determinada con

independencia de su valor de MAPD si ha sido correctamente filtrada.

Porultimo se presentara un andlisis de medidas alternativas al MAPD para estudiar

y compararla dispersion de las lecturas entre las muestras.

Desarrollar un algoritmo denominado capaz de determinar un set
minimo y oOptimo de tagSNPs utiles en DGP-M a través de la maximizacion de la

informatividad de los mismos. Dicho algoritmo debe ser capaz de seleccionar:

e Un conjunto minimo de tagSNPs utiles para los andlisis de DGP-M por técnicas
de NGS.

e Un menor numero de tagSNPs que las técnicas del estado del arte y, ademas,
estos son mas informativos.

e tagSNPs que son, en promedio, mas independientes que los polimorfismos

seleccionados por el estado del arte.



Fasado de SNPsy determinacion de embriones aptos para transferencia:

Realizar una validacion del algoritmo de fasado de polimorfismos, determinando si
es capaz de discernir entre los distintos tipos de herencia y los individuos considerados en
el andlisis, reconociendo los cromosomas heredados por los embriones a través de
polimorfismos cosegregantes para su transferencia. Dicho algoritmo de fasado debe tener

la capacidad de:

e Fasar polimorfismos en un analisis DGP-M, distinguiendo entre los distintos
tipos de patron de herencia y grados de relacién entre los familiares
disponibles.

e Distinguir los embriones portadores no por presentar la alteracién, sino por
mostrar los polimorfismos cosegregantes con el cromosoma paterno

identificado como portador.
A partir de los tagSNPs seleccionados mediante

e Permitir realizar un andlisis indirecto de la segregaciéon de la alteracion
evitando el riesgo de realizar una determinacion errénea debido a fenémenos

de ADO.

e Permitir disponer de un nimero de marcadores mucho mas elevado que los
disponibles con la aplicaciéon de otras técnicas del estado del arte, lo que
permite identificar los cromosomas portados por cada embrién a pesar del

riesgo de ADO.

e Permitir la posibilidad de aplicar la técnica en casos donde no se disponga de
un familiar. Esto se consigue combinando el andlisis directo e indirecto, al

incluir la mutaciénen el panel.
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Capitulo 1: Procedimientos comunes
1.1 Seleccion de muestras

Todas las muestras seleccionadas para la presente tesis proceden de parejas que
acudieron a distintos centros de reproducciéna someterse a un tratamiento de fecundacion
invitro.Dichos centros acordaron, junto ala pareja, la realizaciéon de un procedimiento DGP-
A y/o DGP-M, para lo cual firmaron un consentimiento informado de acuerdo a los
postulados establecidos durante el acuerdo firmado en la Declaracidon de Helsinki241, y
remitieron la muestra (una biopsia embrionaria de trofoectodermo o de blastémera) a
Bioarray SL para su andlisis siguiendo los protocolos y procedimientos estandarizados

tanto en la clinica de reproduccién como en Bioarray SL.

Dado que la mayor parte del trabajo aqui presentado es de caracter bioinformatico,
una vez finalizado el proceso de DGP e informadas de los resultados tanto las clinicas de
reproducciéon como los pacientes implicados, los datos fueron empleados para esta

investigacion.

Para el estudio de validacidn de los algoritmos desarrollados para la deteccion de
aneuploidias se seleccionaron datos procedentes de distintas parejas sometidas a DGP-A.

Los criterios de inclusion de muestras fueron:

e Laindicacién para la realizacion de DGP-A debia ser edad materna avanzada o
que alguno de los padres fuese portador de traslocaciéonbalanceada.

e (Calidad embrionaria buenaz2+2.

e Buena calidad de biopsia y entubado.

e Realizacion de todo el procedimiento anterior a la recepcion de la biopsia en
Bioarray SL en un laboratorio con experiencia en el campo.

e Procesode fecundaciénrealizado mediante 1CSI243,

Los criterios de exclusion fueron:

e Datos procedentes de parejas portadoras de aneuploidias en cromosomas

sexuales.

e Muestras procedentes de embriones, biopsias o procesos de entubado de mala

calidad.

Para el estudio de la validacién de los algoritmos desarrollados para deteccién de

enfermedades monogénicas se seleccionaron los datos procedentes de parejas que habian
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sido previamente diagnosticadas como portadoras de algin trastorno monogénico. Las
muestras incluidas procedieron de pacientes que presentaron alteraciones consistentes en
mutaciones puntuales, excluyendo aquellas parejas cuyas alteraciones patogénicas
hubieran sido diagnosticadas como inserciones o deleciones de mas de una base, asi como
aneuploidias o traslocaciones que afectasen al cromosoma parael cual se realizé el analisis

DGP-M, incluso en estado de mosaicismo.
1.2 Ciclo de Fertilizaciéon in Vitro (IVF)

Cada centro de reproduccion sigui6é su propio protocolo para el ciclo IVF, asi como
para la recogida dela biopsia embrionaria. A modo ilustrativo, este protocolo suele consistir
en la obtencion de los espermatozoides y oocitos de las parejas sometidas al tratamiento.
Para recoger los oocitos, las pacientes se someten a un ciclo de estimulaciéon ovarica
mediante la administraciéon de Clomifeno, un inductor de gonadotropinas endégenas?44, o
de gonadotropina menopausica humana (HMG por sus siglas en inglés, Human Menopausic
Gonadotropin)?*5 y de hormona estimulante de foliculos (FSH por sus siglas en inglés
Follicle-Stimulating Hormone)?246, segiin se considere mas oportuno en relacion a la clinica
de la paciente. La administracion de hormonas se realiza siguiendo un ciclo largo (el
farmaco se inici6 en fase folicular precoz o litea del ciclo ovarico anterior) o corto (durante
el ciclo que se pretende estimular). Durante todo el ciclo de estimulacion las pacientes se
monitorizan mediante ecografias seriadas y determinaciones séricas de los niveles de

estradiol, a fin de evitar la aparicion del Sindrome de Hiperestimulaciéon Ovarica (SHO)247.

La maduracién folicular se induce mediante la administraciéon de gonadotropina
coridnica humana (hCG por sus siglas en inglés Human Chorionic Gonadotropin)247.24,
Posteriormente se procede a la puncion folicular transvaginal mediante guia ecograficay

aspiracion de los oocitos pertenecientes a los foliculos que habian madurado?24°.

Finalmente, los oocitos se desproveen de la capa de células granulosas de la zona
peltcida (denudacién) y fecundan in vitro por microinyeccion gracias a una aguja ICSI con

espermatozoides previamente capacitados25°.

1.3 Biopsia embrionaria

Al igual que en el apartado anterior, cada centro realiz6 la biopsia embrionaria

siguiendo sus propios protocolos. En general, esta biopsia se realiza tras cultivar los



embrionesen dia 5 en placas de Petri Falcon 1006 y biopsiados empleando un laser de diodo
de 1,48-um (Zylos-TK laser, Hamilton Thorne, Beverly, MA, USA). Las biopsias en dia 5 se
realizaron sobre medio de cultivo atemperado tamponado con Hepes o MOPS

suplementado conalbiimina.

Tras el lavado de las células biopsiadas con una solucién PBS + PVA 1mg/ml se
procedié al entubado de las mismas empleando una pipeta Stripper®. Las muestras se
almacenaron para su transporte junto a un control negativo (tubo con el medio de lavado

sin muestra). El transporte de las muestras se realizé en frio.
1.4 Preparacionde libreria paraPGT-A

Una vez recibidas las muestras en el laboratorio se procedi6 a la amplificacién del
ADN y preparacién de las librerias siguiendo el protocolo correspondiente al kit Ion
Reproseq (Thermo Fisher Scientific). Este kit estd diseflado para la amplificacion del
material genético a partir de una o pocas células, como son las biopsias embrionarias. Esta

basando en PCR, y consta de tres pasos:

1. Lisis celular: Al tubo conteniendo la biopsia embrionaria, se le afiaden 2,5 ul de
un tamponde lisis, y se incuba a XX grados durante 10 minutos.

2. Amplificacidn: En este paso, se afaden los oligos para producir la amplificacion
del genoma del embrion. Una caracteristica especial de estos oligos es que, por
un extremo, son semialeatorios para producir la amplificacion inespecifica del
genoma. Por el otro extremo, tiene una secuencia autocomplementaria. Esta
secuencia hace que, tras la amplificacion, lahebra generada forme una horquilla,
de manera que no estara disponible para su amplificacién en los siguientes
ciclos. De esta manera, se trata de evitar la sobreamplificacion de las hebras
generadas durante los primeros ciclos, de forma que la amplificacién es mas
homogénea.

3. Amplificacién exponencial y adiciéon de c6digos de barras: en este paso, se
utilizan unos nuevos oligos que son, por un lado, complementarios a los
anteriores. Por el otro extremo, tienen un cédigo de barras molecular que utiliza

el secuenciador para detectar de qué paciente se trata.

Tras este paso de amplificacidon del genoma del embridn, las muestras ya estan listas para
secuenciar, o bien se purifican mediante bolas magnéticas y se utilizan para el siguiente

paso.
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En la validacién de los algoritmos desarrollados para el analisis de aneuploidias se
sigui6 el protocolo descrito mas adelante en el bloque 2.1.1 Procesado de la muestras del
bloque /I Material y métodos; para las muestras de la validaciéon de los algoritmos
desarrollados para el analisis de alteraciones monogénicas se sigui6 el protocolo descrito
mas adelante en el apartado 3.2.3. Procesado de muestras del bloque /1] Material y métodos
Todas las librerias fueron secuenciadas empleando el secuenciador lon PGM™ Sequencing
Hi-Q (ThermoFisher Scientific), usando chips 318 (que permiten secuenciar hasta 24

muestras alavez).

Finalmente, las lecturas obtenidas para cada biopsia embrionaria fueron alineadas
con el genomahumano de referencia?’1 empleando el Software lon Torrent Suite v5.0.4 para

generar los archivos BAM que se emplearon en las validaciones.



Capitulo 2: Deteccidon de aneuploidias: DGP-A
2.1 Algoritmo para el filtrado de duplicados

Figura 12: Ejemplo de distintos duplicados de PCR.

La Figura 12 muestra distintos tipos de artefactos de PCR que se forman como
consecuencia del protocolo de amplificaciéon y/o preparacion del molde utilizado. Si
tomamos]lalectura 1) como el producto de PCR incial, l1a lectura 2) puede haberse formado
como resultado de la unién de los oligos aleatorios a la lectura 1) y su posterior
amplificacién. La lectura 3) también no es un duplicado de PCR porque si bien su origen
solapa con lalectura 1), la parte final estd mas alla de ésta. Sin embargo, este solapamiento
parcial podria afectar al algoritmo de calculo de ploidia, dado que para ese en concreto
existe una mayor cantidad de lecturas. Finalmente, la lectura 4 puede tener dos posibles
origenes: en primer lugar, haberse formado por una unién de oligos al primer fragmento, o
bien haberse formado a consecuencia de la unién del fragmento de ADN original a dos
esferas ISP. Como ya se ha comentado previamente en el Bloque I Introduccion, las
herramientas disponibles en el estado del arte estan disefiadas para detectar duplicados de
PCRoriginados a partir del oligos idéntidos, no de oligos semialeatorios. Por tanto, detectan
que la lectura 4) es un duplicado, pero no son capaces de identificar las lecturas 2) y 3).
Todos estos artefactos contribuyen por igual a la distorsion del perfil de las lecturas de las

muestras, dificultando la identificacién del estado de ploidia de las mismas.

2.1.1 MiNFilterDups

Con el objetivo de poder desarrollar un método rapido y eficaz que permita eliminar
los artefactos de PCR de los archivos BAM en un tiempo de computaciéon razonable, se
decidi6 codificar el algoritmo combinando los lenguajes de programacion Perl252 y Bash253

con las opciones sorty view del software SAMtools8°.

La Figura 13 muestra el desarrollo del algoritmo implementado. En primer lugar,

MiNFilterDups emplea la funcién sort de SAMtools para ordenar las lecturas del archivo
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BAM segun la posicion de origen en el genoma de referencia. Cada lectura es leida por el
algoritmo, que analiza y guarda la posicion de origen y el tamafio de dicha secuencia; si la
siguiente lectura comienza en una posicion localizada dentro de la regiéon que cubre la
primera lectura, (es decir, si ambas solapan en algin punto), entonces MiNFilterDups
compara el tamafio de ambas lecturas y elimina la de menor tamafio, conservando como
referencia la posicion inicial de la primera. Si la segunda secuencia comienza en un
nucleétido posterior al dltimo nucleétido de la primera secuencia, el proceso comienza de
nuevo tomando como referencia esta segunda lectura y los datos se actualizan con los
nuevos valores. Este proceso se repite hasta que todas las lecturas del archivo BAM han sido

analizadas.

MiNFilterDups

|

Ordenar lecturas

|

Coger primera lectura =

|

» Coger siguiente lectura

|
Si «— (Solapan? —
| |

Eliminarlectura menor éQuedan lecturas en otra region?
Guardar posicién mayor + {

l ] —

¢Quedan lecturas en region?

‘ i
Sk

I—> [Generar BAM filtrado]

Figura 13: Desarrollo de MiNFilterDups .

2.1.2 Diseiiode lavalidacion

Para demostrar la eficiencia de nuestro algoritmo de filtrado se decidi6 seguir el
protocolo descrito en la Figura 9 del bloque I Introduccién pero empleando MiNFilterDups
en el paso “Eliminacién de artefactosde PCR”. Los resultados obtenidos fueron comparados

con los resultados arrojados al emplear el algoritmo incluido en Ion Reporter Server en su



version 5.0 (sin filtro de duplicados) y 5.2 (con el flujo de trabajo FilterDuplicates). Los
aspectos evaluados fueron el valor de MAPD y el nimero de lecturas eliminadas. También
se midi6 el tiempo de ejecucion empleado, un parametro que resulta esencial a la hora de
obtener resultados en andlisis DGP-A, ya que un algoritmo computacionalmente costoso, a
pesar de ser eficiente, provocaria ralentizar demasiado el proceso, si hubiera que analizar

un numero alto de embriones.

Todos los embriones analizados fueron obtenidos a partir de parejas que se habian
sometido previamente a ciclos de DGP-A en nuestro laboratorio. La selecciéon de las
muestras que conformaronla validacion se realizé con base en los cromosomas afectados,
de forma hubiese representacion de la mayoria de ellos o, al menos, de un cromosoma

perteneciente a cada cromosoma.

Asi, se utilizaron los archivos BAM correspondientes a 15 embriones biopsiados en
dia 5 (4 euploides masculinos, 4 aneuploides masculinos, 3 euploides femeninos y 4
aneuploides femeninos), que contenian monosomias para los cromosomas1,3,5 ,8,12, 14,
19 y 22 y trisomias para los cromosomas 13, 14, 18 y 21. Ademas, uno de los embriones
presentd una trisomiaparcial del brazo largo del cromosoma 1y monosomiapara su brazo

corto.

Para determinar el impacto que tiene el filtrado de duplicados en la calidad global
de los resultados del DGP-A, se decidi6é no solo evaluar el valor de MAPD, sino también la
relacion respecto al nimero de lecturas. Como se ha comentado anteriormente, en general,
amenor namero de lecturas, mayor dispersion y, por tanto, mayor MADP. Lo que tratamos
de determinar en este punto es si, gracias a la mejora del filtro de duplicados se puede
mejorar el valor de MAPD. Cabe recordar que reducir el nimero de lecturas necesarias para
tener resultados fiables es un punto importante en este proceso, puesto que permite un

mayor nivel de multiplexacidn, lo que se traduce en una reduccién de costes.

Para ello, utilizando la funcién subsampling del software SAMtools 1.3.1189, se realiz0
una seleccion aleatoria de las lecturas de cada archivo BAM de los embriones originales,
generando nuevos archivos BAM con rangos entre 5.000 y 100.000 lecturas. Estosarchivos
se generaron por triplicado de manera independiente, generando un set final compuesto
por 450 archivos BAM (15 embriones x 10 categorias de lecturas x 3 repeticiones). Se
comprobd que la proporciénde lecturas por cromosoma se mantenia tras la eliminacion de

las lecturas durante la generacion de los archivos.
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Finalmente, se analiz6 un embrién denominado T1. Este embrién fue sefialado por
IRS como 46,XX,del9(pter), pero la inspeccion visual del perfil sugiere que el embrién

presenta un cariotipo aberrante diferente al sefialado.

2.1.3 Evaluacion del tiempo de ejecucion

La teoria de la complejidad es una rama de la teoria de computacidncentrada en la
clasificacién de los problemas computacionales por medio de la cuantificacién de los
recursos necesarios para su resolucion. El estudio del tiempo de ejecucién de un proceso
permite evaluar si un método es realmente efectivo y puede ser empleado para aquello que

ha sido disenado.

En este caso particular, el dominio del problema se centra en el disefio de un
algoritmo efectivo ala hora de eliminar artefactos de PCR para DGP-A, pero también debe
ser suficientemente rapido como para permitir que todo el proceso de andlisis de las
muestras embrionarias biopsiadas se realice en el menor tiempo posible, de manera que
sea viable realizar transferencias en el menor intervalo de tiempo. Esto es especialmente

critico cuando se pretende realizar la transferencia en D6 tras una biopsia en D5.

En nuestro estudio, este parametro fue evaluado usando un ordenador con
procesador Xeon E5-2407 V2 2.4GH, 64GB RAM. Para ello se midi6 el tiempo empleado en el

filtrado de los archivos generados por cada uno de los algoritmos evaluados.

2.2 Algoritmo para la deteccion del porcentaje de mosaicismo

2.2.1 MiNmos

El algoritmo para la determinacion del porcentaje de ploidia estd basado en la
aplicacion de un modelo Z-Score?54, Un modelo Z-Score es una medida de la relacién entre
los elementos de un grupo e indica cuantas veces la desviacidn estandar un elemento esta
alejado respecto de la media. Asi, mediante el uso de este modelo se puede comparar
eficientemente datos en distinta escala. La ecuacion que define este modelo se recoge en la

siguiente linea:




siendo x; el valor de cada elemento, X la media poblacional y o la desviacién
estandar. Se trata por tanto de una medida adimensional obtenida a partir de la sustracciéon
de lamediaa cadavalorindividual y su division por la desviacion. El valor del Z-Score puede
ser positivo o negativo, de manera que los valores positivos indican que el valor se
encuentra tantas desviaciones por encima de la media, mientras que los valores negativos

sitiian los elementos por debajo.

MiNmos

Embr euploides _l Embr aneuploides l_ [Embrmuestra]

|

Correccion de los niveles de cobertura.

| | |

Reescaladoen log,, de la cobertura.

1

Comparacion

» Comparacion —

Z-Score—l l—Z-Score

Comparacion

Determinacionde:
Ploidia
Porcentaje de aneuploidia
Nivel de Mosaicismo

Figura 14: Desarrollo de MiNmos.

Asi, MiNmos emplea la informacién de la cobertura en un modelo estadistico que
determina a qué estado de ploidia pertenece una regiéon genémica concreta, permitiendo
una determinacién mas precisa del porcentaje de mosaicismo. La Figura 14 muestra el
desarrollo del algoritmo disefiado. Para ello, MiNmosrealiza un reescalado en logaritmo en
base 10 de los valores de cobertura de las muestras analizadas y compara la informacién
con una linea base formada por los archivos BAM de 10 embriones masculinos euploides,
de manera que se puede obtener el valor de Z-Score correspondiente. Elresultado obtenido
es entonces comparado con una segunda linea base reconfigurada formada a partir de
embriones cuyo porcentaje de aneuploidia es conocido, de manera que se puede obtener el

valor de Z-Score correspondiente a cada porcentaje de aneuploidia. El uso de 10 archivos
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BAM para cada linea base simplificala varianza que se podria generar conel uso de un solo

archivo BAM aleatoriamente escogidozss.

El valor de Z-Score obtenido puede variar de cromosoma a cromosoma debida al
contenido en secuencias repetitivas, contenido en GC, tamafo del cromosomaetc. Por este
motivo se decidié establecer una segunda linea base, en este caso disefiada para cada
aneuploidia en cada cromosoma. Esta linea base se construy6 utilizando embriones con
aneuploidias conocidas. Asi, el valor de Z-Score obtenido a partir de la muestra en
comparacion conla linea base euploide es comparado conla escala de valores obtenida por
la linea base aneuploide, permitiendo el establecimiento del porcentaje de aneuploidia, que

se encuentra previamente gradado en categorias.

2.2.2 Validaciéndel algoritmo

La validacién se realizé utilizando los archivos BAM correspondientes a 15
embriones biopsiados tanto en dia 3 como en dia 5 que contenian aneuploidias para

distintos cromosomas.

A partir de los archivos de estos embriones y usando la funciéon merge del software
SAMtools 1.3.1189, se construy6 un set de archivos BAM mezclando aleatoriamente lecturas
procedentes de un embrién aneuploide con uno euploide. Los porcentajes de lecturas
tomadas de cada embrién variaron desde la combinacion aneuploide-euploide 90%-10%
hasta el 10-90%, en categorias decrecientes de 10 en 10%. Ademas, se control6 que las
lecturas tomadas aleatoriamente de cada embrion respetasen la proporcion de lecturas de

cada cromosomaal igual que se ha descrito en la validacién de MiNFilterDups.

También se generd un segundo set in silico paramedir el nimero minimo de lecturas
necesario para identificar correctamente el mosaicismo, siguiendo la misma metodologia
empleada en la validacion del filtro de duplicados. Cada archivo BAM se procesé tres veces
de manera independiente a fin de evitar posibles desviaciones de los datos debidas al efecto

del azar.

Elandlisis de los resultados se realiz6 utilizando el algoritmo MiNFilterDups para el

filtrado de duplicados seguido de la normalizacion del contenido GC con IRS25s.

La efectividad del algoritmo MiNmos desarrollado en este trabajo en la deteccion

del porcentaje de aneuploidia y determinacién del nivel de mosaicismo se evalud



considerando los valores de MAPD, nimero minimo de lecturas necesarias para detectar
correctamente la ploidia y nivel de mosaicismo, el porcentaje de aneuploidia detectado, la

sensibilidad y la especificidad.

Tanto el MAPD como el nimero minimo de lecturas fueron descritos anteriormente.
Por su parte, la sensibilidad se define como el nimero de verdaderos positivos detectados
por una técnica; en este caso, se consideraron verdaderos positivos los embriones con
aneuploidias en mosaicismo que fueron correctamente diagnosticados respecto al total de
embriones mosaico. Por su parte, la especificidad se define comtinmente como el nimero
de verdaderos negativos es decir, embriones euploides correctamente identificados con

respecto al total de embriones euploides.

VN

VP e
Sensibilidad = ; Especificidad = VN T FP

VP +FN

MiNmos realiza una catalogacién del nivel de mosaicismo de la muestra, es decir,
establece una serie de categorias para distintos niveles de mosaicismo. Estas categorias
partian de un 10% de aneuploidia en incrementos del 10% hasta llegar al 90%. Asi, nos
encontramos ante una clasificacién multiclase que provocaque el dominio del problema no
pueda ser analizado empleando una curva ROC257, ya que estas curvas estan disefiadas para

variables categoéricas de tan solo dos categorias.

Para poder analizar si el algoritmo es realmente eficiente, se decidié que cada nivel
de mosaicismo representaria una clase distinta, de manera que la sensibilidad y
especificidad se calcularon para cada clase del nivel de mosaicismo. Asi, la sensibilidad
finalmente mide el nimero de muestras pertenecientes a determinada categoria de
mosaicismo que fueron correctamente diagnosticadas (verdaderos positivos), mientras que
la especificidad midi6 el nimero de muestras pertenecientes a la categoria superior de
mosaicismo que no fueron catalogados dentro de la categoria de estudio (verdaderos

negativos).

2.2.3 Gradacion del mosaicismo

La gradacion de las diferentes clases del nivel de mosaicismo se realiz6 comparando
el valor Z-Score del logaritmo en base 10 de los niveles de cobertura de la linea base

aneuploide con la linea base euploide, con base en el valor del porcentaje de aneuploidia
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detectado en la muestra analizada. Estos valores fueron calculados para cada ventana de 2

Mb.

El nivel de mosaicismo se establecié de manera discreta mediante la creacion de

varias categorias de mosaicismo. Como se ha mencionado anteriormente, estas categorias

partian de un 10% de aneuploidia, en incrementos de 10 en 10 hasta llegar al 90%. Para

establecer el valor umbral 6ptimo para cada clase del nivel de mosaicismo se analizaron y

compararon los valores de sensibilidad y especificidad de cada categoria utilizando tres de

los estadisticos mas extendidos en cuanto a categorizacion se refiere:

a)

b)

En primer lugar se consider6 establecer como limite de clase aquel valor que
contuvo el 95% de los datos centrales de dispersion de los valores Z-Score de la
cobertura de lalinea base aneuploide. Asi, el valorumbral A de una clase i respecto
a la siguiente j se establecié en funcion a la ecuacion PtoCortey;j=Z,—2 * 0,

siendo Z, el valor del Z-Score en cada muestray ¢ la desviacion tipica.

Como segunda opciény teniendo en cuentael modelo de distribucidn probabilistica,
se decidié emplear el valor del tercer cuartil de cada clase, calculado a partir de la
media X; y desviacidn estandar de los valores de Z-Score en cada clase. El tercer
cuartil por definicion establece un punto de corte que permite estimar
correctamente el 75% de los valores pertenecientes a la categoria de estudio. Clases
de mosaicismo con ganancia de material +i tienen valores umbrales positivos, por
lo que la ecuacion empleada fue PtoCorteg,;j = Z, + 0,674 = o; mientras que las
clases con pérdida de material —j presentan valores negativos y la ecuacién
empleada fueZ — 0,674 * o (el uso de la primera ecuacién resultaria en el calculo

del primer cuartil). Nuevamente Z . es el valor de Z-Scorey o la desviacién entandar.

La dltima opcién fue considerar como punto de corte el punto medio resultante del
Z-Score de las muestras pertenecientes a un nivel de mosaicismo i con respecto a

las muestras de la clase siguiente j. La ecuacion seria PtoCortec;j = (Z+ Z;)/2.

Ademas de la sensibilidad y especificidad, para comparar qué conjunto de valores

umbral establece una mejor clasificacidon de las categorias de mosaicismo se calcularon dos

indices mas:

El Indice exacto o de exactitud I, muestra la probabilidad de que el test realice un

diagnostico correcto?58 y su ecuacion es:



(b + 1)
Tn

I, =

siendo V}, los verdaderos positivos o embriones que pertenecen realmente a la clase
de estudio, V,, los verdaderos negativos o embriones pertenecientes a la siguiente clase que
no son clasificados en la clase de estudio y T;, el total de embriones analizados en ambas

clases.
El segundo indice calculado fue el Indice de Youden Y; :
Y; = max (Sensibilidad + Especificidad — 1)

Debido a que sensibilidad y especificidad son generalmente complementarias, Y;
permite maximizar la diferencia entre verdaderos y falsos positivos259. Asi, un punto de
corte 6ptimo seria aquel que maximizasela diferencia del Y;, generando un consenso entre
especificidad y sensibilidad que garantice la correcta clasificacidony evitar errores de sub o

super estimacién del nivel de mosaicismo.

Tanto el valor de I, como el de Y; se mueven entre 0 y 1, siendo 1 cuando todas las
muestras son correctamente clasificadas para el I, y el compromiso dptimo entre

sensibilidad y especificidad en el Y;.

2.3 Estudio de la medida de dispersidn de las lecturas

Como ya se ha comentado anteriormente, la dispersiéon de las lecturas es un
parametro esencial para determinar la fiabilidad del resultado arrojado por el analisis DGP -
A. Generalmente, el MAPD es el parametro escogido para reflejar esta fiabilidad. Sin
embargo, el estudio de los datos a través de los algoritmos presentados en esta tesis
arrojaron cierta incertidumbre acerca de la idoneidad de emplear esta medida en
comparaciones de muestras con distinto nimero de lecturas debido a la fuerte correlacién
existente entre el nimero de lecturas y el valor de MAPD mostrado. Este hecho provocaque
muestras con menor nimero de lecturas muestren un valor de MAPD mayor, lo que se
traduce en una mayor dispersion tedricay, por tanto, una menor fiabilidad de los resultados
obtenidos. Sin embargo esto no tiene que ser necesariamente cierto, ya que muestras con
menor ndmero de lecturas pueden presentar menor dispersién que muestras con gran

numero si se reparten homogéneamente entre las ventanas, aunque esto es poco probable

1115



116| MATERIAL Y METODOS

que suceda, y el MADP no permitiria compararla fiabilidad de los resultados obtenidos de

manera absoluta y conindependencia del nimero de lecturas de la muestra.

Para estudiar posibles medidas alternativas de la dispersiéon de las lecturas se

decidié emplear los valores de cobertura corregidos para las desviaciones de GC y evaluar

diferentes descriptivos. Asi, los estadisticos escogidos para el conjunto de valores de

cobertura X =

{x4,...,x;} con media x y desviacion tipica o fueron:

Rango: Diferencia entre el limite superior (valormayor)y el inferior (valor
menor).

R=x,—x;
Rango medio: Media del limite superior y el inferior.

min(X) + max (X
m= 5

Rango Intercuartilico: Diferencia entre el tercer y el primer cuartil.

Rq = Q3(X) — Q1(X)

Varianza: Media de los cuadrados de las distancias de los datos a la media o,
lo que es lo mismo, sumade cada distancia al cuadrado dividida entre el total
de datos.

(x1— %)%+ (2= )%+ -+ (xp— D
N

Var =

Desviacidn tipica o estandar: Raiz cuadrada de la varianza

o= VVar

Coeficiente de la variacidn: Expresa la desviacion estandar como porcentaje

de la media aritmética.



Z-Score o unidad tipificada: Muestra el numero de desviaciones tipicas que

un valor dado se sitiia por encima o debajo de la media de su muestra o

poblacion.

Z-ScoreAbs: Como el valor de Z-Score puede ser negativo o positivo segiin
el valor se sitie por encima o por debajo de la media, se decidi6 representar

el valor absoluto de éste valor.

Zaps = |Z]

Z-ScoreAbs Negl.ogaritmo: Valor negativo del logaritmo del valor absoluto

del Z-Score.

Zabs_Neglog = —Log(Zaps)
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Capitulo 3: Enfermedades monogénicas: DGP-M
3.1 Algoritmo de seleccion de tagSNPs para maximizar la informatividad en

DGP-M
3.1.1 MiNtagSNP

“Esta tesis doctoral estd sometida a procesos de proteccion o transferencia de
tecnologia o de conocimiento, por lo que esta seccién estd inhibida en la publicacién en
losrepositorios institucionales. Esta secciéon contiene, ademds, los siguientes elementos

inhibidos:

Figura 15: Desarrollo MiNtagSNP. En ella se representan las dos partes que componen el algoritmo: SPAy SSA

Autorizado por la Comision General de Doctorado de la Universidad de Murcia con

fecha 24 de febrerode 2021"

3.1.1.1 SPA: Algoritmode prediccion de SNPs

“Esta tesis doctoral estd sometida a procesos de proteccién o transferencia de
tecnologia o de conocimiento, por lo que esta seccidn estd inhibida en la publicacién en

los repositorios institucionales.

Autorizado por la Comisién General de Doctorado de la Universidad de Murcia con

fecha 24 de febrerode 2021"

3.1.1.2 SSA: Algoritmo de selecciéon de SNPs

“Esta tesis doctoral estd sometida a procesos de proteccion o transferencia de
tecnologia o de conocimiento, por lo que esta seccidn estd inhibida en la publicacién en

los repositorios institucionales.

Autorizado por la Comisién General de Doctorado de la Universidad de Murcia con

fecha 24 de febrerode 2021"

3.1.1.3 Especificaciones del usuario

“Esta tesis doctoral estd sometida a procesos de proteccion o transferencia de
tecnologia o de conocimiento, por lo que esta seccidn estd inhibida en la publicacién en

los repositorios institucionales.



Autorizado por la Comisién General de Doctorado de la Universidad de Murcia con

fecha 24 de febrerode 2021"

3.1.1.4 Tiempode ejecucién

“Esta tesis doctoral estd sometida a procesos de proteccion o transferencia de
tecnologia o de conocimiento, por lo que esta seccidn estd inhibida en la publicacidén en

los repositorios institucionales.

Autorizado por la Comisién General de Doctorado de la Universidad de Murcia con

fecha 24 de febrerode 2021"

3.1.2 Valores6ptimos de MaxP, HETrate, r? y D’

El valor minimo recomendado de r2 y D’ para asegurar una correlacion significativa
es 0,75264. Con el fin de recabar el maximo de informacién a partir del set de tagSNPs elegido,

este valorumbral se estableci6 en 0,9y 0,85 respectivamente.

Como el usuario también puede fijar el valor de MaxP y HETrate, se decidio realizar
un pequefio experimento previo analizando los SNPs contenidos en la region
chr2:9.000.000-11.000.000, que permitio establecer los valores 6ptimos de corte para estos

parametros en poblacion europea.

Para ello se obtuvieron los valores de fase de los SNPs de los 404 individuos
pertenecientes a lasuperpoblacion Europea registrada en la base de datos 1000GenomesDB.
Finnish inFinland (FIN), British in England and Scotland (GBR), Iberian Population in Spain
(IBS) y Toscani in Italy (TSI)265. Algunos de estos individuos fueron seleccionados
aleatoriamente para generar 300 cruces, simulando la situacién real actual de la poblacién
Europea, donde los cruces suceden al azar sin tener en cuenta el valor de fitness de cada
individuo implicado en el cruzamiento266 y varios individuos pueden formar varios cruces

mientras que otros no forman parte de ninguno.

La informatividad media para cada SNP qued6 definida como el promedio de cruces
en los que el SNP resulté informativo. La informatividad por cruce se definié como el ratio
de tagSNPs que resultaron informativos en el cruce. La informatividad total del panel se
definié como el promedio de la Informatividad media para cada SNP. Los valores de MaxP y
HETrate fueron representados contra los valores de informatividad media obtenida para

cada SNP para establecer el valorumbral 6ptimo de cada parametro.
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3.1.3 Disenode lavalidacion

La validacion del poder estadistico del algoritmo se evalu6 mediante dos

parametros diferentes:

Por un lado se estudi6 la capacidad del algoritmo de seleccionar tagSNPs
informativos utiles en los analisis de DGP-M. Para ello se realizé una simulacion in silico a

partir de los datos registrados en la base de datos 1000GenomesD B265.

Por otro lado se analiz6 la precisién de imputacion de dichos tagSNPs, es decir, la
capacidad de ser empleados para inferir el valor del resto de polimorfismos a los que
cubren. Nuevamente, esto se realiz0 in silico conbase enlos datos recogidos por la poblacién
europea de 1000GenomesDB. Por otro lado, en laboratorio resulta muy interesante poder
inferir los valores de los otros tagSNPs cuando se produce un fallo de amplificacion de

alguno de ellos. Esta idea también fue testeada en una validacién in vitro.

3.1.3.1 Validacioninsilico

La informatividad de los tagSNPs seleccionados con se evaludé en
relacion al resultado obtenido por otros 3 métodos de calculo de tagSNPs a través de una
simulacion in silico de cruces aleatorios entre los individuos registrados en la poblacién

Europea de 1000GenomesDB265 en el diagnéstico DGP-M de 4 genes de interés:

e VHL chr13:10,181,319-10,197,354
e CFTRchr7:117,118,017-117,310,718
e ATXNZ2chr12:111,888,018-112,039,480

e PKD1 chr16:2,136,711-2,187,899

Estos genes fueron escogidos por encontrarse entre los mas prevalentes. Para ello
se estableci6 un perimetro de interés de 2Mb aguas arriba y 2Mb aguas abajo y se hallaron
los tagSNPs de dicha region. Las mutaciones en el gen VHL son responsables del Sindrome
de von Hippel-Lindau o angiomatosis familiar cerebeloretinial, causante de la aparicién de
tumores, principalmente de rifién, cerebelo, bulbo y médula espinal, asi como afectar a la
retina. Por su parte, las mutaciones del gen CFTR provocan la enfermedad conocida como
fibrosis quistica o mucoviscidosis, lo cual ocasiona que aumenten las concentraciones de
cloroy sodio en las secreciones corporales. También genera la ausencia bilateral congénita

de conductos deferentes, azoospermiay esterilidad en varones. Las alteraciones en el gen



ATXNZ provocan ataxia espinocerebelosa tipo II o tipo Holguin, un proceso caracterizado
por problemas progresivos del movimiento que afectan a la coordinacién motora y al
equilibrio (ataxia). También pueden verse afectadas la deglucion, el habla, la espasticidad y
la musculatura motora ocular. Por ultimo, las mutaciones del gen PKDI provocan
poliquistosis renal dominante tipo I, que genera la formacion de quistes en los rifiones y su

hipertrofia.

Por tanto, se obtuvieron 4 sets de tagSNPs en funcién del método de calculo

empleado:

a) TagSNPs seleccionadospor el algoritmo SNPinfo, una herramienta bastante intuitiva
de emplear, disponible en versiéon web, que selecciona los tagSNPs con base en
andlisis de LD235 y la asignaciéon de pesos estadisticos basados en el p-GWAS

obtenido del analisis GWAS entre los polimorfismos.
b) TagSNPs seleccionados por el algoritmo

c¢) TagSNPs incluidos en el array de SNPs GWAS Omni2.5 de Illumina267
correspondientes a la misma region cubierta por a) y b). La razén de emplear esta
comparacion reside en que dicho array es la base sobre la que se disefid el

Karyomapping218.

d) Mismo ndmero de tagSNPs obtenidos en b) pero elegidos de forma aleatoria.

Losvalores de los SNPs para cada individuo fueron obtenidos a partir de la base de
datos 1000GenomesDB. Esta base de datos fue escogida debido a que la base de datos
HapMap?38268-271, referencia en la mayor parte de los estudios desarrollados sobre SNPs
durante mucho tiempo, fue retirada en 2016. Ensu dominio web puede leerse actualmente
una referencia citando 1000GenomesDB como la base de datos mas apta para el desarrollo

de trabajos centrados en el calculo con polmorfismos?272.

Los individuos de la poblacidn fueron aleatoriamente separados en dos grupos: el
primero estuvo compuesto por 101 individuos que actuaron como poblacién muestral; €l
otro grupo lo formaron los 303 individuos restantes y fueron considerados como la
poblaciénreferencia. Paralos métodosby d, se calcularon tagSNP seleccionados por el panel

y por el panel aleatorio. LostagSNP de a) y c) fueron obtenidos respectivamente
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a partir del sitio web y de las posiciones descritas para el array de SNPs, piblicamente

accesibles en la red.

Finalmente, los ratios de informatividad fueron calculados siguiendo una
metodologia similar a la descrita en la seccién anterior. En este caso, una vez descartados
los individuos relacionados por parentesco familiar (informacién disponible dentro de la
propia base de datos), se procedi6 a la simulacién de todos los cruces posibles dentro de la
poblacion seleccionada teniendo en cuenta el sexo del individuo, de tal manera que todos

los individuos varones fueron cruzados con las mujeres en la base de datos.

Porotro lado, se evalué el poder de imputacion, es decir, la capacidad de los paneles
de tagSNPs de predecir el valor del resto de polimorfismos de una muestra. Para ello se
empled el software BEAGLE en su version 4.1273274, el cual permite realizar la imputacion
por medio de la comparacion de los tagSNPs secuenciados en la poblacién muestral frente
al valor de todos los polimorfismos contenidos la poblacién que actia como referencia. La
imputacién se calcul6 para los mismos cuatro sets en los cuatro genes descritos en esta
seccion. La eficiencia de imputacién del panel qued6 definida como el promedio del nimero

de SNPs correctamente imputados.
3.2 Fasado de SNPsen estudios de DGP-M

Una parte fundamental para poder completar cualquier estudio de PGT-M es
realizar el fasado de polimorfismos, es decir, determinar inequivocamente a qué alelo
pertenece (al sano o al portador de la mutaciéon) cada uno de los polimorfismos

identificados, ya sean STR o SNP.

El fasado consiste en, una vez obtenido y secuenciado el ADN de la pareja sometida
a IVF y de al menos un familiar cuyo estatus de enfermedad sea conocido, emplear la
informacién relativa a los tagSNPs informativos de la pareja para fasar al familiar.
Posteriormente, el resultado es empleado para fasar los embriones y conocer qué alelo ha
sido heredado en cada caso, permitiendo asi descartar embriones que posean la mutacion
(debido a la deteccion directa de la misma) o los SNPs ligados a ella (lo que indicaria un
efecto ADO de la posicion de la alteracién). Como se ha mencionado anteriormente,
previamente se habia desarrollado un algoritmo para el fasado de SNPs para los casos mas
simples (trios padre-madre-hijo) en el trabajo Fin de Master de Don José Leonardo Diaz

Chacon, y que ha sido utilizado en esta parte.



En primer lugar el algoritmo analiza para un locus todos los tagSNP e identifica
aquellos que son informativos. Tras esto, se genera una matriz de datos donde cada
columna representa uno de los cromosomas del individuo o embrion. Posteriormente, el
genotipo del individuo afecto es considerado como lareferencia y empleado para establecer
las fases genotipicas de cadalocus informativo en la pareja teniendo en cuenta el grado de

parentesco que los relaciona y el tipo de herencia que cursa con la alteracion estudiada.

Unavezrealizado este proceso, se analiza cada SNPs en losembriones para localizar
polimorfismos clave o key SNPs, que son aquellos que, ademas de ser informativos, son
heterocigotos en el embrion. Estos polimorfismos son muy importanes, puesto que
evidencian inequivocamente que no se ha producido un efecto ADO en las muestras
embrionicas. Debemos recordar que no existe garantia de que los SNPs no key detectados
en homocigosis sean efectivamente homocigoéticos, pues pueden estar bajo un efecto ADO
que impida detectar ambos alelos, o incluso ser consecuencia de una monosomia. El
genotipo fasado de los embriones se compara conla referencia en aquellos loci que resultan
llave, evitando asi efectos de ADO. El algoritmo representa cada polimorfismo de manera
ordenada segun la posicion cromos6mica, coloreando la casilla de acuerdo al haplotipo
parental heredado. Finalmente, compara los posibles sucesos de sobrecruzamiento y

corrige cualquier posible desviacién de los datos.

Este fasado de SNPs permite detemrinar qué polimorfismos segregan con el alelo

sano, y cudles conel patogénico.

La implementacion de este algoritmo fue realizada integramente mediante el
lenguaje de programacion Pythony es operable a través de lalinea de comandos. También
esta disponible una version web para clientes accesible inicamente a través del servidor
local de la empresa Bioarray S.L. pues, como puede consultarse mas adelante, toda la
invencién se encuentra protegida bajo una patente que se encuentra solicitada en el

momento de escritura de esta tesis doctoral.

Un ejemplo del proceso puede observarse en la Figura 16 la cual refleja el caso mas
simple, una muestra trio formada por una pareja donde el padre y su hijo son portadores

afectos de una alteracion autosémica dominante.
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Ref Alt Madre O L Ref Alt  Padre

SNP-1 A G Absent A A AG SNP-1 A G Heterozygous
SMNP-2 C T Heterozygous C T SNP-2 C T Homozygous
AC
SMNP-3 A C Heterozygous SNP-3 A [ Homozygous
0T
SNP-4 G T Absent SNP-4 G T Homozygous
GG ca
SMNP-5 G c Absent SMP-5 G C Heterozygous
1) Identif. pos. Informat
2) Fasado genot. Referencia
Ref Alt Hijo 3) In(lientlf. pos. Key
4) Asign. colores cromos.
SNP-1 A G Absent A 5) Fasado embriones
SMNP-2 [w T Homozygous
TC€ Key
SMP-3 A C Absent cde ADO
SNP-4 G T Heterozygous TG€ NOINF.
SMNP-5 G C Heterozygous GO € KE‘Y

Figura 16: Ejemplo de fasado. En los cuadros se esquematiza la llamada de cada SNP para cada individuo en los

archivos HotSPot.

Supongamos cinco loci bialélicos situados en orden segun su posiciéon cromosémica
y proximos a la alteracion de interés, la cual se encuentra situada entre el segundo y el
tercero: el SNP-1 con alelos referencia y alternativo respectivamente en el conjunto {A, G},
el SNP-2 {C, T}, el SNP-3 {A, C}, el SNP4 {G, T} y el SNP-5 {G, C}. Elalgoritmo interpreta que
las tres primeras posiciones y la quinta son informativasy descarta la cuarta, pues a pesar
de que se sabe que el hijo sera heterocigoto y, por tanto, tendra un alelo referencia y otro
alternativo, no es posible distinguir de cual de los dos cromosomas paternosheredo el alelo
G o de los dos maternos heredd el alelo T. Como observamos en la figura, el SNP-1 es
informativo para el alelo paterno y el hijo es homocigoto para el alelo referencia, por tanto,
si no ha ocurrido un efecto ADO, habra heredado el alelo referencia de su padre. E1 SNP-5
también es informativo hacia el padre, pero en este caso estamos seguros de que el hijo no
estd bajo un efecto ADO (es un keySNP), ya que es heterocigoto. Esta posiciéon permite al
algoritmo establecer la fase haplotipica, considerando que tanto padre como hijo estan
afectos por la alteracion, por lo que, como ambos son heterocigotos, el hijo debe haber
heredado el alelo alternativo, y el cromosoma que porte dicho alelo, salvo que se produzca
una evidencia de sobrecruzamiento, es el que porta la alteraciéon causante de enfermedad.

El SNP-2 es informativo hacia la madre y permite identificar que el hijo ha heredado el



cromosoma que porta el alelo alternativo T.Como la madre no es afecta y estamos ante una
alteracion dominante, podemos asegurar que dicho cromosoma serd no portador.
Finalmente, el SNP-3 esta afectado por efecto ADO en el hijo, pues aparece como homocigoto
para un alelo que no ha podido heredar de su padre. Tras el fasado, el software afiade las
posiciones no informativasy colorea cada cromosoma en funcién de su procedencia para
facilitar la interpretaciéon en un fichero tipo Excel (extension .xls). También devuelve un
fichero donde se registran las posiciones donde no ha habido coherencia de asignacion.
Muchas de estas posiciones seran debidas a fendémenos de ADO, aunque también pueden
existir posiciones imposibles de interpretar debidas a fallos de secuenciacion. También se
genera un fichero que contiene las posiciones informativasen ambos parentales, un fichero
conlas posiciones informativashacia el padre y otro con las posiciones hacia la madre, para
facilitarla revision del casoy seleccion de embriones. Estos ficheros son del tipo texto plano

con formato tabular.

Generaciones
— Arbol genealdgico { Cromosomas herencia
N¢ parejas, Ind. ausentes

Matriz.tsv
Tipo herencia

Lectura HotSpot

|
Si | «— ¢Loci informativo? —» -3 x Descartado
!
Matriz :
slalos: | Ind afecto = Referencia | —

tipo de herencia l grado de parentesco

Establecimiento Revision
de fases
)
Fasado de embriones SNP key < .
Sobrecruzamientos (Colores)

ADO
Determ. locus alteracion

: Embriones NO aptos
1 transferencia

Figura 17: Desarrollo de la estrategia de fasado de polimorfismos.

En la Figura 17 se muestra el desarrollo de la estrategia de fasado paso a paso. A
partir del archivo HotSpot se realiza el andlisis y fasado de la pareja para determinar los
polimorfismos informativos y, con ello, los embriones aptos para ser transferidos,

siguiendo la misma técnica explicada previamente.
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3.2.1 Validacion mediante STR

Para validar la fiabilidad de las herramientas desarrolladas para DGP-M, se decidi6
realizar en paralelo un estudio clasico con STRs. Para ello se escogieron las muestras de
ADN de 3 parejas que se habian sometido previamente a DGP-M, debido a que presentaron
alguna alteraciéon en el gen PKD1 (chrl6: 2136711-2187899) con herencia autosémica
dominante, junto al ADN de las biopsias de los embriones obtenidos en el ciclo IVF y se
aplic6 el método aqui desarrollado en contraposicion con el estado del arte basado en STRs.
Se contabiliz6 el nimero de SNPs y STRs informativosy se empled toda la informacién para
fasar los cromosomas de los embriones, de manera que se pudieran seleccionar aquellos

embriones libres de la alteracion parental.

STR Posicion Chr16 Forward Reverse
94296-94420 GAGCGAGACTCCGTCTAAA CAGCAGCCTCAGGGTT
145245-145427 ACCTAGATCCCTCCAGGTT GGGCCATTATTCAGCCAATC
1654203-1654429 ACATGCTGTGCCACCT AGCTGCCAGTATATGGAGGA
2138793-2138911 CACAGAAGTGGTACACAGAAGCAG CAGGGTGGAGGAAGGTGAC

2457076-2457225 GTCCCTAGAAATAAGACCAAGTATGTG CATTGCAGVAAGACTCCATCT
2567638-2567782 ATATGAAGAGGAATGGATGGGGTAG CAAACAACAAGAGTGAATCTCTGAC

Tabla 2: Resumen de los STRs empleados en la validacién

Los 6 STRs escogidos para realizar la validacion se citan en la Tabla 2; el esquema
de su localizacion respecto al gen PKD1 se muestra en la Figura 18. Se trata de STRs
comunes muy utilizados en estudios de informatividad de PKD1 debido a su localizaciéony
a que la técnica de amplificacion ha sido ampliamente depurada permitiendo obtener los

mejores resultados?75.276,

145245 2567638
D165339 [PKDlJ[ SM7 ]

Chr 16 Irmimfrme 1 1+ s} o
0 500 1500 2000 2500
94296 1654230 2138793 2457076
D16S521 [D1653024][ KG8 ][ CW2 ]

Figura 18: Esquema de localizacién de los STRs escogidos con respecto al gen PKD1. La distancia se mide en

pares de bases.



3.2.2 Seleccion de muestras

La mujer de la pareja 1 presentaba la alteraciéon PKD1:c1261C>T p.(Arg421Cys) en
heterocigosis. A partir del ciclo de IVF se obtuvieron 12 embriones que pudieron ser
biopsiados en dia 3. Como no se disponia de muestra procedente de ningin familiar, se
analiz6 directamente la mutacién en todos los embriones. Se detect6 la mutaciéonen uno de
ellos, que fue considerado referencia, fasando el resto de los embriones en funcién del

resultado de éste.

El var6on de la pareja 2 era portador de la alteracién en heterocigosis
PKD1:c6921_6922dup (pAla230Gly fs*7). También se dispuso de material perteneciente a
la madre de dicho varén, portadora de la misma alteraciéon. Ocho embriones fueron

biopsiados en dia 5.

El varén de la tercera pareja presenté una alteracién en heterocigosis en
PKD1:c2315T>C. También se dispuso de muestras de ADN de dos tias paternas, del hermano
y del padre de dicho vardn, todos ellos portadores en heterocigosis de la misma alteracién.

Del ciclo de IVF se biopsiaron siete embriones en dia 3.

La siguiente tabla muestra un resumen de los tres casos escogidos indicando datos

de los familiares recogidos en cada caso.

Pareja Padre Madre Familiares Embriones

No portador c1261C>T No 12; D3

c6921_6922dup No portadora Abuela Paterna Portadora 8; D5
Abuelo Paterno Sano

TiaPatl Portadora

c2315T>C No portadora TiaPat2 Portadora 7; D3
Hermano Paterno Portador

Abuelo Paterno Portador
Tabla 3: Resumen de casos para la validacion.

3.2.3 Procesado de muestras

El output de MiNtagSNP es reportado como unarchivo tabular en formato BED y un
archivo VCF. Los tagSNP seleccionados son sefialados por filas indicando la posicion
cromosdmicay lainformacidnrelativaalosalelos referencia y alternativo, frecuencia alélica
del alelo mayor y valor de MaxP. Posteriormente el archivo BED es utilizado por la

plataforma de ThermoFisher para generar un panel personalizado AmpliSeq mediante el
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uso del software lon AmpliSeq comentado en 2.2.1 Estrategia del DGP-M por NGS del bloque
0 Introduccién. La salida de la plataformade Ion AmpliSeq consiste en un archivo BED tipo
HotSpotconlainformacidnrelativaa la posicién cromosémicade los amplicones disefiados
y a su identificador que permite restringir el analisis de todas las posiciones secuenciadas
en el amplicén al andlisis de las posiciones de interés (Las posiciones de los tagSNP y

cstSNPs de interés), aunque todo el amplicon sea amplificado.

Una vez disefiado el panel se obtuvieron muestras de sangre en tubos EDTAde los
pacientes sometidos al ciclo de IVF. El ADN fue extraido empleando el kit de purificacién
Maxwell® 16 Blood DNA Purification, siguiendo las instrucciones del fabricante. Por su
parte, el ADN de las células biopsiadas de los embriones fue amplificado siguiendo el

protocolo previamente descrito.

Para la preparacién de las librerias, el ADN se amplific6 con los amplicones
disefiados. Tras la amplificacidn, estos amplicones fueron parcialmente digeridos mediante
la adiccion de FuPa y las muestras volvierona ser incubadas. Los correspondientes c6digos
de barras moleculares fueron afiadidos mediante ligaciéon. Por dltimo, la libreria fue

purificada empleando los kits Agencourt® y AMPure®XP.

La libreria obtenida fue amplificada y se realizaron dos pasos de purificacién del
ADN, posteriormente se cuantificé con Tape Station Agilent Technologies 2200. Laslibrerias
fueron clonadas empleando el kit Ion PGM HiQ View OTZ (Life Technologies) en un sistema
Ion OneTouch 2 que emplea un sistema de amplificacién sobre lon Sphere Particles (ISPs)
para realizar el enriquecimiento. Finalmente se realiz6 la secuenciacion empleando la

plataformalon Torrent PGM (LifeTechonologies).

El resultado del protocolo de laboratorio consistié en un set de archivos VCF conla
llamada obtenida para cada SNP registrado en el archivo HotSpot, es decir, el valor de cada
tagSNP y cada cstSNP en cada individuo. Genéricamente, de acuerdo a las instrucciones del
fabricante, estas llamadas pueden tener el valor “Homocygous” cuando el SNP es
homocigoto para el alelo alternativo; “Absent”, cuando lo sea para el alelo referencia;
“Heterocygous”, cuando sea heterocigoto y “NoCall” si se ha experimentado un fallo de
amplificacién en dicha posicion o la cobertura no es suficiente para realizar la

determinacién alélica con confianza.



Porotrolado, todas las muestras fueron procesadas siguiendo el protocolo facilitado
por el fabricante para obtener los mejores resultados en técnicas de informatividad por

STRs.

3.23.1 Implementacion

La implementacion en el laboratorio se realizé estudiando los datos recogidos en 51
parejas que se sometieron a analisis de DPG-M en nuestro laboratorio debido a distintas
patologias. Los diferentes paneles de tagSNPs empleados fueron disefiados con
atendiendo a la alteracién presentada. Finalmente, se anoté el nimero de tagSNPs
disefiados en el panel, el nimero de tagSNPs que pudieron ser secuenciados en ambos
individuos de la pareja (y el porcentaje que estos representaron con respecto al total
disefiado), el nimero de informativos hacia cada individuo entendido como el nimero de
polimorfismos donde el individuo en estudio fue heterocigoto mientras que su pareja fue
homocigoto y el nimero total de SNPs informativos del panel, asi como el porcentaje que

represento.

Por otro lado se decidi6 realizar una validacion in vitro del poder de imputacién
sobre los polimorfismos disefiados en el panel de tagSNPs. Para ello, se escogieron como
representativos 10 casos a partir de las 5 parejas donde se obtuvo el mayor porcentaje de
SNPs secuenciados y las 5 parejas con el menor porcentaje. Los tagSNPs disefiados por

fueron secuenciados y los resultados anotados para cada polimorfismo. Dado
que BEAGLE exige que todos los individuos de la poblacion a imputar (en este caso cadauna
de las parejas en cada uno de los 10 casos) presenten informacién para todas las posiciones
indicadas como tagSNP, se decidié imputar las posiciones donde uno de los dos individuos
no habia sido correctamente secuenciado. Asi, las posiciones de los tagSNPs donde ambos
integrantes de la pareja fueron correctamente secuenciados fueron empleadas para
imputar aquellas posiciones donde enuno de los dos integrantes se habia producido unfallo
de amplificacién, empleando los individuos de la base de datos 1000GenomesDB como
poblacion referencia. El valor de imputacion obtenido para cada tagSNP en el individuo que
si habia sido secuenciado se comparo con el valor imputado por BEAGLE a partir de los

tagSNPs, permitiendo estimar la precision de la imputacidn.
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Capitulo 1: MiNFilterDups: Algoritmo especificamente diseinado para
eliminar duplicados y artefactos de PCR en muestras de DGP-A

1.1 SetlInsilico

La Tabla 4 recoge los valores de niimero de lecturas, MAPD y ploidia de cada

embrion seleccionado para formar el set in silico de la validacion (De B2 a CP7). Como se

puede observar en la tabla, todas las muestras presentaron al menos 100.000 lecturas y un

MAPD inferior a 0,3.

Embrion MAPD Lecturas Cariotipo

0,177
0,159
0,183
0,162
0,168
0,171
0,122
0,149
0,168
0,171
0,170
0,189
0,178
0,199
0,193
0,210

123168
276470
161522
243812
153632
134481
165944
106961
150776
119791
162725
165178
100962
104398
218502

45 XX, -3
46 XX, +18,-21
44 XY, -5, -19
48 XY, +13, +18
46 XX, +13, -8
46 XY, +21, -14
44 XX, +14, -1, -12, -22

46 XY, +1p, -1q

46 XY

46 XX

46 XX

46 XY

46 XY

46 XY

46 XX
46 XX, del(9p?)

Tabla 4: Resumen de las muestras seleccionadas en la validacion de MiNFilterDups.

Resulta 16gico asumir la idea de que el nimero de artefactos y duplicados de PCR

experimente un crecimiento lineal con el nimero de lecturas de la muestra. Sin embargo,

debido a la generacién de nuevos “targets” en cada ciclo de amplificacidn este crecimiento

se observa de manera exponencial, como se vera mas adelante al estudiar el porcentaje de

lecturas eliminado para cada muestra. Debemos recordar que este hecho fue tenido en

cuenta a la hora de generar los archivos del set in silico, de forma que la proporcién de

lecturas de cada cromosoma en el BAM original se mantuviese en los archivos simulados.

Finalmente, este set final fue procesado 3 veces de manera independiente:
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a) Por un lado, los 495 archivos fueron filtrados empleando el plugin de filtrado de
artefactosde PCR de ThermoFisherimplementado en la version 5.6 del lonReporter

Reproseq™.

b) Porotro lado, los archivos fueron procesados de la mismaforma pero empleando la

version 5.0, que no incluye flujo de trabajo para filtrado.

c) Por ultimo, se empled el algoritmo MiNFilterDups para generar el tercer set de

archivos resultado.

Los archivos BAM resultantes de la simulacion a partir de los archivos originales
(n=495), el nimero de lecturas de cada archivo, asi como los datos para el nimero de
lecturas y MAPD obtenidos tras el filtrado con cada uno de los algoritmos se pueden
consultar en la tabla adjunta en el repositorio GitHub a través de la direccion
https://github.com /nacasfer/thesis_tables ; debemos destacar que, observando esta tabla,
se puede apreciar una relacién proporcional entre el nimero de lecturas y el valor de MAPD,
de forma que a medida que el primero disminuye, aumenta el valor del segundo. Enla tabla
se indica el nombre del archivo BAM simulado, las lecturas de dicho BAM sin filtrar y las
lecturasy el MAPD de cada archivo tras el filtrado conlos distintos protocolosevaluados. El
nombre de cada embrion simulado presenta el formato LLLL_repX EE, siendo LLLL la
categoria de nimero de lecturas de la muestra, repX la réplica (12, 22 0 32) y EE el nombre
del embrion original a partir del cual se obtuvo el archivo BAM. (Ej. 5000_re2_B2
corresponde al segundo archivo BAM simulado a partir del archivo del embrién B2 con

aproximadamente 5000 lecturas).

1.2 MAPDynumero de lecturas

Como el propio concepto indica, cuanto mayor sea el valor del MAPD para una
muestra, mayor serd la dispersion que presenten sus lecturas; este hecho podria
enmascarar la verdadera ploidia del embridén al analizar el archivo BAM, pues el ruido
producido por las lecturas no permitiria distinguir una aneuploidia de una dispersiéon
natural. Por ello, con nuestro algoritmo MiNFilterDups hemos querido demostrar que,
mediante un correcto filtrado de las lecturas del archivo BAM, es posible disminuir el valor
de MAPD, reduciendo la dispersiéon de la muestra y aportando mayor credibilidad al

diagnéstico del analisis DGP-A.



5K 10K 20K 30K
fct_reorder{Lecturas, MAPD, fun = median, .desc = TRUE)

Figura 19: Diagrama de caja y bigote de la
distribucion del MAPD en muestras pertenecientes a

categorias con bajo numero de lecturas.

. Algoritmo
g © =1
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ES miniterdups
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fct_reorder{Lecturas, MAPD, fun = median, .desc = TRUE)

Figura 20: Diagrama de caja y bigote de la distribucion del
MAPD en muestras pertenecientes a categorias con alto

niumero de lecturas.

IonReporter™ establece en 150.000 el nimero minimo de lecturas necesario para
realizar una correcta determinacion de la ploidia, aunque valores experimentales previos
no publicados establecen 100.000 lecturas como un limite mas que suficiente; a partir de
dicho valor, cuantas mas lecturas, mejor sera el nivel de sensibilidad. Como podemos
observar en la tabla adjunta en el repositorio GitHub a través de la direccion
https://github.com /nacasfer/thesis_tables, por debajo de 30.000 lecturas la sensibilidad
disminuye drasticamente provocando un gran nimero de falsos negativos, por lo que sera

recomendable repetir la secuenciacion?77.

Enla Figura 19y la Figura 20 se puede observar la relacion existente entre el valor
del MAPD y el niimero de lecturas del embridn antes de ser filtrado. La raz6n de separar
ambas gréaficas reside en facilitar el andlisis por separado de las categorias que presentaron
un valor de MAPD por debajo de 0,3 que, recordemos, es el valor marcado por IRS como
umbral maximo para dar por significativo un diagnéstico de DGP-Ayaque valores mayores
generarfan tal dispersion de las lecturas que el estado de ploidia podria quedar

enmascarado..

Enla Figura 19 se observa que apenas existio diferencia en los resultados obtenidos
al filtrar losarchivos conel plugin 5.6 de IRS o con MiNFilterDups. Porel contrario, en todos

los casos mostrados en la Figura 20 los archivos filtrados con MiNFilterDups mostraron
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valores mas bajos de MAPD y niimero de lecturas que los valores arrojados al filtrar los

mismosarchivos conlos otros algoritmos.
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Figura 21: Promedio de lecturas filtradas por cada flujo de trabajo con respecto a las lecturas originales.

En segundo lugar quisimos demostrar que nuestro filtro es mas restrictivoala hora
de detectar y eliminar artefactos de PCR. Se observé que el promedio de lecturas filtradas
por los plugins IRS 5.0 y 5.6 fue del 0,81% y 4,23% respectivamente mientras que el
porcentaje filtrado por MiNFilterDups ascendi6 al 9,5%. Esta diferencia se puede observar
en la Figura 21. A mayor numero de lecturas presentes en el embrion original, mayor es el
porcentaje de lecturas eliminadas. Ademas, se observé que, a bajo numero de lecturas
originales, los plugins de IRS apenas presentaron diferencias en el ndmero de lecturas
eliminadas, mientras que MiNFilterDups siguidé presentando porcentajes mayores. También
resulta interesante sefialar que MiNFilterDups mostré unavarianza, en cuanto al porcentaje
de lecturas eliminadas, de entre el 3,6 y el 22,5%, mientras que los valores del plugin de IRS

5.6 fueron entre el 2.9y el 12%. Porsu parte, el plugin IR5.0 siempre eliminé el 0,85%.

Por dltimo, la Figura 22 se obtuvo al realizar una captura de pantalla al software
IGV278 y muestra una comparativa de las lecturas remanentes en dos regiones del genoma
antes y después del procesamiento del mismo archivo BAM por los algoritmos de IRSy por

MiNFilterDups. Estas dos regiones se han escogido para poder mostrar las diferencias de



filtrado de los algoritmos. En la region mostrada a la izquierda no se han producido

duplicados; la region de la derecha presenta varios duplicados de PCR.
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Figura 22: Comparativa de las lecturas filtradas para cada uno de los

distintos flujos de trabajo evaluados frente a la situacion sin filtrado.

La primera zona solo presenté una lectura, es decir, no presenté duplicados ni
artefactos en esa region. Todos los algoritmos mantuvieron dicha lectura intacta. Por su
parte, en la segunda regién encontramos varios duplicados y artefactos procedentes de los
distintos procesos de amplificacion. Se observa claramente como, al contrario de lo que
sucede con los duplicados de PCR mas comunes, en este caso éstos presentan tamafios y

puntos de origen y finalizacién diversos.

Se observo que, respecto al caso sin filtrar, mientras IRS 5.0 eliminaba las secuencias
repetidas que presentaban exactamente la misma posicién inicial y final, IRS 5.6 era capaz
de eliminar mas secuencias. Por su parte, MiNFilterDups filtré todas las secuencias,

manteniendo la mas larga.
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1.3 Tiempo de ejecucion

Se observé una relacion lineal 9(n) entre el nimero de lecturas presentes en el
archivo BAM a filtrar y el tiempo que emplea el algoritmo para procesarlo. La Figura 23

muestra que, a mayor nimero de lecturas, mayor fue el tiempo necesario para procesar el

archivo.
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Figura 23: Representacion del tiempo necesario para filtrar cada muestra con los distintos
algoritmos. MiNfilterDups se representa dos veces, la primera en azul representa el tiempo total
frente auna muestra cualquiera. La segunda, enverde, tiene en cuenta tan solo el proceso de filtrado

de lecturas. La unidad temporal es el segundo.

Debemos destacar que el proceso completo del archivo usando MiNFilterDups
supuso siempre un tiempo mayor respecto al tiempo empleado por IRS 5.6. Se observd
también que la mayor parte del tiempo empleado por MilNFilterDups es empleado en
ordenar las lecturas del archivo BAM, pues al descontar el tiempo empleado en este proceso,
el tiempo total necesario para filtrar cada archivo descendi6 notablemente a pesar de
continuar siendo ligeramente superior a los valores arrojados por IR5.6. Asi, la muestracon
mayor ndmero de lecturas (perteneciente ala categoria 100.000 lecturas) fue procesada en
un maximo de 29,3 segundos por MiNFilterDups, de los cuales solo 10,7 segundos fueron
verdaderamente empleados en la fase de eliminacién de las secuencias. Por su parte, IR5.6
empled 9,9 segundos en filtrar el mismo archivo,lo que supone una diferenciainsignificante

en cuanto a tiempo de espera para obtencion de resultados se refiere.



1.4 EmbrionT1

El embrién T1 fue obtenido a partir de los embriones clasificados como “no aptos
para transferencia” en una pareja que se sometié a un tratamiento de DGP-A. Diagnosticado
en primera instancia como 46XXdel(9)(pter,p1.1), el embridn presentaba un perfil que
sugeria la posible tenencia de un cariotipo algo mas complejo que el establecido por el
workflow de ReproSeq. La Figura 24 muestra un pantallazo del software IGV implementado
en el lonReporter (IRGV)279 del archivo BAM filtrado con el IRS 5.6 (imagen superior) y el

MiNFilterDups (imagen inferior).

MAPD = 0.21

s = i e i i A i e T e i S B L W U N
o N

MAPD = 0.188

N PPt N ettt st gttt AN - PSP PN g N

Figura 24: Vistaen IGV del perfil del embrién T1. arriba filtrado con IRS 5.6, abajo con MiNFilterDups.

En laimagen superior de la Figura 24 observamos que el flujo de trabajo de IRS tan
solo detect6 una monosomiadel brazo corto del cromosoma9. La aneuploidia detectada es
seflalada con la linea roja. Sin embargo, el perfil de la dispersion de lecturas mostrd
claramente una alteraciéon que afectaria a todo el cromosoma, pues las lecturas se agrupan
por debajo de la marca de disomia (linea amarilla) en la que se agrupan las lecturas del resto
de cromosomas. Este es un claro ejemplo de cémo la dispersidén de las lecturas podria

enmascarar la ploidia de la muestra para el algoritmo de DGP-A.

Si nos centramos en laimagen inferior, donde se muestra el andlisis DGP-Arealizado
por el mismo algoritmo de IRS pero empleando MiNFilterDups como algoritmo de filtrado,

observamos que todo el cromosoma 9 pudo ser detectado y diagnosticado como aneuploide.

Por otro lado, el valor de MAPD arrojado por el archivo BAM filtrado con el flujode

trabajo de lonReporter fue de 0,21, mientras que el filtrado con MiNFilterDups logré

1139



140| RESULTADOS Y DISCUSION

disminuir el valor hasta 0,188, haciendo que el diagnéstico del analisis DGP-A mas creible

debido ala disminucién de la dispersion de la lecturas y a la mayor eliminacién de ruido.

1.5 Discusion

Si nos centramosen la complejidad de las librerias génicas, lo ideal seria obtener un
pool que refleje fielmente la complejidad del material original para poder analizarlo y
obtener resultados fiables. Sin embargo, el proceso de amplificacién necesario para poder
analizar dicho material introduce desviaciones que se producen de manera heterogénea a
lo largo de todo el genoma, dificultando el alcance de un diagnédstico final fiable con la

realidad.

La estrategia de MiNFilterDups se justificacon base en dos hechos. En primer lugar,
como yase ha mencionado, el sistema lonReporter obtiene una mediatedrica p de 150.000
lecturas, con una longitud media [ de 110pb. Dado que el tamafio de ADN secuenciable en
pares de bases es de n = 289731462, podrian formarse un total de t =n—-I1+1=
2897310353 lecturas de 110pb diferentes, que diferirian entre si en un solo nucleétido.
Teniendo esto en cuenta, la probabilidad de que dos lecturas sean exactamente iguales es

P, = (1/t)2 =119 1071°.

Por otro lado, cada lectura tiene tantas lecturas solapantes no idénticas posibles

como bases sea su tamafio menos una, de forma que el grado de solapamiento para cada

lecturaes Gg = ((I — 1)/t)2 =1,41/+ 10713,

Asi, la probabilidad de que dos lecturas aparezcan representando la misma regién
es del orden de P = P; x (P; + G;) = 1,31 * 10717, Esto quiere decir que, si dos lecturas
aparecen solapantes dentro de un mismo archivo BAM, es muy probable que se hayan
originado a partir del mismo producto de PCR, pues la probabilidad de que se hayan

originado de formaindependiente es despreciable.

Por su parte, la mayoria de los algoritmos de filtrado de artefactos suponen que la
libreria de ADN ha sido formada a partir de la fragmentacion y posterior ligacion de
adaptadores que permiten la amplificacién de todo el fragmento. En una situacién ideal tan
solo se secuenciaria una copia completa del fragmento, pero amenudo mas de un fragmento
de ADN se une a cada esfera magnética ISP para secuenciarse. Estos algoritmos aceptan por

tanto que los duplicados de PCR son copias exactas del mismo fragmento de ADN



secuenciado de manera independiente y que se originan en la etapa de amplificaciénde la
libreria tras afiadir los adaptadores. Sin embargo, la preparacion de la libreria para DGP-A
es ligeramente diferente pues los fragmentosa secuenciar no se originan por fragmentacion
del material original sino por amplificacion empleando cebadores semialeatorios que se
unen al ADN y generan fragmentos a los cuales se uniran mas tarde los adaptadores para
construir la libreria. A veces, estos cebadores pueden hibridar conun fragmento de ADN ya
amplificado en lugar de con el material original de manera que se generan dos posibles
fuentes de artefactos: el primero debido a la hibridacién de los cebadores aleatorios en el
ADN ya amplificado y el segundo debido a la amplificacién de la biblioteca tras la ligacion

del adaptador.

En un principio observamos que existe una relacion entre el nimero de lecturasy el
valor de MAPD, de forma que al aumentar el primero disminuye el segundo. MiNFilterDups
es capaz de disminuir el valor de MAPD al disminuir la dispersion de las lecturas gracias a
la eliminacion de los artefactos, lo cual aumenta la credibilidad del valor de confianza del

diagnéstico de ploidia.

Como observamos en la Figura 20, cuando los archivos BAM a filtrar tienen menos
de 30.000 lecturas, la diferencia en el valor de MAPD de los embriones filtrados con los
diferentes algoritmos es inapreciable, el valor asciende por encima del valor umbral fijado
por IRS y el diagnéstico deja de ser, supuestamente, fiable segin el proveedor. Sin embargo,
hemos visto que el diagnéstico sigue siendo correcto cuando los embriones son filtrados
por MiNFilterDups. Esto nos indica que MiNFilterDups esta realizando una mejor
eliminacién de los artefactos de PCR. En categorias con muchaslecturas la diferencia es mas

acusada, siendo siempre menor el MAPD de embriones filtrados con MiNFilterDups.

IRS emplea las coordenadas cromosdémicas de alineamiento para determinar qué
lecturas son duplicados (originadas a partir de la mismamoléculade ADN). A diferencia de
como lo hacen otros algoritmos también basados en las coordenadas, tiene una mayor
flexibilidad en cuanto a los puntos de origen. Como ReproSeq™ es un sistema basado en
amplificaciéon por oligos semialeatorios, todas las lecturas pertenecientes a un mismo par
de amplicones pueden no tener la misma posicion de inicio y de final y por tanto ademas
presentar diferentes tamafios. Este hecho hace que el enfoque de IRS no sea capaz de
eliminar todos los artefactos producidos durante la fase de amplificaciéon en la PCR. La
presencia de estos artefactos provoca un aumento de la dispersiéon de lecturas, generando
un ruido que se traduce en un aumento del valor de MAPD disminuyendo la credibilidad del

diagnoéstico de ploidia emitido, debido a que el ruido enmascara el modelo real.
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En este estudio demostramos que los embriones filtrados con MiNFilterDups
presentan siempre valores menores de MAPD y nimero de lecturas que los mismos
archivos filtrados por los algoritmos de IRS; esta disminucidén de la relacién procede de la
disminucién de la dispersion de las lecturas, lo cual provoca un aumento del valor de
confianza del algoritmo HMM sobre el andlisis DGP-A, haciendo mas creible el diagnéstico

emitido.

Debemos destacar que los embriones pertenecientes a algunas categorias con bajo
numero de lecturas presentaron menores valores de MAPD al ser filtrados conIRS que con
MiNFilterDups, esto puede deberse a que IRS eliminé menor cantidad de lecturas (menor
cantidad de artefactos). Cuando una muestra presenta un elevado nimero de lecturas la
dispersion se densifica, ya que las lecturas ocupan todo el espacio como si de una linea
continua se tratase, por lo que es identificado como una distribucién uniformey el valor de
MAPD disminuye. Por el contrario, un archivo BAM con bajo nimero de lecturas sera
observado como un conjunto de lecturas discretas y dispersas y el MAPD de la muestra
ascendera. Sin embargo, esto es un efecto secundario y trampa, pues no refleja realmente la
dispersion real de la muestra y aporta un falsa sensacion de seguridad que podria conducir
a un mal diagnéstico en la ploidia del embrion, por haber quedado ocultatras el exceso/falta

de lecturasy el ruido que éstas producen.

Por otro lado, como era de esperar, a mayor nimero de lecturas mayor es el
porcentaje de artefactos eliminados, independientemente del filtro que se emplee.
Observamos que en todos los casos MiNFilterDups superé el porcentaje de eliminacidn de
IRS. El mayor porcentaje de lecturas eliminadas, unido al descenso del MAPD, hace que el
diagndstico emitido sobre los embriones filtrados con MiNFilterDups sea mas fiable que el
emitido sobe aquellos filtrados con los flujos de trabajo de IRS, incluso cuando estos

embriones presentan, al final, menor nimero de lecturas.

Sorprendentemente, IRS 5.0 eliminé siempre un porcentaje constante de lecturas
alrededor del 0,8%, independientemente del niimero de lecturas del archivo BAM filtrado.
Este hecho puede deberse a que, en realidad, el algoritmo esta descartando lecturas con baja
calidad y lecturas multialineadas, llamadas multimapping (lecturas que alinean en mas de
una posicién genémica), un efecto que se espera constante en todos los casos. Ademas, cabe
destacar que en categorias bajas de nimero de lecturas, el protocolo 5.6 de IRS apenas
present6 diferencia en el porcentaje de lecturas eliminadas con respecto a IRS 5.0, lo que
implica que el algoritmo no es capaz de distinguir los duplicados presentes. Por su parte,

MiNFilterDups continué eliminando un buen porcentaje de artefactos.



Observando la dispersion del porcentaje de lecturas filtradas, observamos que
embriones pertenecientes a la misma categoria de nimero de lecturas presentaron
porcentajes de filtrado muy diferentes. Esto se debe a que la formacién de artefactos es un
proceso aleatorio que surge espontaneamente y, por tanto, es diferente para cada muestra.
Por esta razon la proporcién de lecturas de cada cromosoma ha sido respetada en los
embriones simulados a partir de cada muestra original y, por ello, el porcentaje de filtrado
final es diferente. MiNFilterDups presentd la mayor dispersion de este valor de filtrado, lo
cual apoya la idea de que nuestro algoritmo es capaz de filtrar mucho mejor los artefactos

de la muestra.

En cuanto al tiempo de ejecucidn, dado que 3(n) es una de las complejidades
computacionales mas eficientes, podemos considerar MiNFilterDups como una
herramienta efectiva para el andlisis DGP-A. Los embriones con 100.000 lecturas fueron
filtrados en un maximo de 27 segundos en total, lo cual supone un tiempo razonable dentro
del tiempo de manejo de cada muestra al considerar todo el proceso, pero excesivo en
comparacion con el tiempo empleado por IRS. Sin embargo, si tan solo contabilizamos el
tiempo empleado en el filtrado de artefactos, los embriones fueron filtrados en un maximo
de 10,6 segundos, lo cual resulta perfectamente asumible y esta cerca de los 9,9 segundos

del IRS.

Finalmente, el filtrado del embriéon T1 permitié que el algoritmo basado en HMM
detectase la monosomia completa del cromosoma9, lo cual confirma que nuestro algoritmo
supera la capacidad de los plugins de IRS para eliminar duplicados y artefactos. Ademas,
MiNFilterDups disminuy6 el valor de MAPD arrojado por el embrién con respecto al valor
arrojado por el andlisis del mismo archivo BAM con los plugins de IRS, lo que hace que el
analisis DGP-A del archivo filtrado con nuestro algoritmo sea mas fiable que el andlisis

realizado sobre el archivo filtrado conIRS.
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A modo de resumen, dado que el filtrado de duplicados realizado por las técnicas
del estado del arte no era suficientemente eficiente, MiNfilterDups es un algoritmo

especificamente disefiado para muestras de DGP-A por técnicas de NGS.

Elfiltrado con MiNFilterDups permite disminuir el valor de MAPD y aumentar la

confianza de los resultados de las muestras filtradas conrespecto al estado del arte.

Elfiltrado de duplicados realizado por MiNFilterDups permite que muestras con
menor numero de lecturas muestren valores de MAPD inferiores a 0,3, mientras que el
filtrado de dichas muestras con los algoritmos disponibles en el estado del arte muestra

valores por encima de dicho umbral.

Elfiltrado con MiNFilterDups permite que el diagndstico de muestrasconvalores

de MAPD superiores a 0,3 ain sea fiable.

El filtrado con MiNFilterDups siempre elimina mayor nimero de lecturas que
otros algoritmos del estado del arte ya que reconoce duplicados idénticos y secuencias

formadas a partir de fragmentos previamente amplificados.




Capitulo 2: MiNmos: Algoritmo para la determinacion de la ploidia y el
nivel de mosaicismo en muestras de DGP a través de técnicas de NGS
2.1 Diseio

La Tabla 5 recoge los valores de nimero de lecturas, MAPD y ploidia de cada
embrion seleccionado para formar el set in silico de la validacion (De B2 a CP7). Como se
puede observar en la tabla, todas las muestras presentaron al menos 100.000 lecturas y un

MAPD inferior a 0,3.

Embrion Biopsia MAPD Lecturas Cariotipo

5 0,177 123168 45 XX, -3

5 0,159 276470 46 XX, +18, -21
5 0,183 161522 44 XY, -5, -19
5 0,162 243812 48 XY, +13, +18
3 0,172 154685 46 XX, +13, -8
5 0171 134481 46 XY, +21, -14
3 0,125 156234 44 XX, +14, -1, -12, -22
3 0,151 125483 46 XY, +1p, -1q
5 0,168 150773 46 XY

5 0171 119791 46 XX

5 0,170 162725 46 XX

5 0,189 194396 46 XY

5 0,178 165178 46 XY

5 0,199 99962 46 XY

5 0,193 104398 46 XX

Tabla 5: Muestras empleadas en la validacion de MiNmos.

Tras la simulacion de las muestras se recogieron los valores de MAPD, nimero de
lecturasy ploidia emitido por el andlisis de cada muestra. Estos datos quedan reflejados en
la Tabla 2 y la Tabla3 adjuntas en el repositorio GitHub a través de la direccidn

https://github.com /nacasfer/thesis_tables.
2.2 Gradacion del mosaicismo

Para estudiar si el valor Z-Score del logaritmo en base 10 de los niveles de cobertura
corregidos, en cadaembridn, conrespecto a losvalores de lalinea base es un buen indicador
del estado de ploidia y el nivel de mosaicismo a partir del porcentaje de aneuploidia, se
representaron los valores de todos los cromosomas aneuploides presentes en los

embriones analizados en funcion del nivel de mosaicismo simulado para esa muestra. Como
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podemos observar en la Figura 25, se gener6 un gradiente de valores de Z- Score que indica

la posibilidad de usar este valor continuo para gradar la categoria de mosaicismo.
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Figura 25: Distribucion del Valor de Z-Score del logip de  Figura 26: Gradacion del Valor de Z-Score del logio

los niveles de cobertura corregidos en cada embrién del ~ de los niveles de cobertura corregido en funcién de

setin silico. su categoria de mosaicismo.

La Tabla 25, Tabla 26 (adjuntas en la seccion ANEXOS) y Tabla 7 muestran los
valores determinados como punto de corte de cada categoria segin la opcion con la que se
calcularon. Para determinar el punto de corte mas adecuado se calculd el Ie y el YI, cuyo
resultado se muestra en la Tabla 6. Observamos que el conjunto de puntos de corte con
mayor le fue el compuesto por los puntos de corte determinados por el calculo del tercer
cuartil (el 77% de las muestras fueron correctamente clasificadas). Sin embargo, el mejor
YI fue mostrado por el conjunto de puntos de corte promedio de los valores de Z-Score de
una categoria y la siguiente (0,56 frente a 0,52 del conjunto de puntos marcado por el tercer
cuartil). Por tanto, este ultimo conjunto de puntos de corte fue considerado como el
conjunto de puntos de corte éptimo para determinar las distintas categorias de mosaicismo.
Ademas, observamos que el valor de le resulté perfectamente admisible, pues el 75% de
muestras (frente al 77%) continlian siendo correctamente clasificadas dentro de su

categoria.



Indice Indice Sensibilidad Especificidad

exactitud Youden

0,71 0,38 0,405%0,19 0,97+0,03
0,77 0,52 0,79+0,17 0,74+0,2
0,75 0,56 0,84+0,14 0,72+0,17
0,83 0,62 0,87+0,12 0,76+0,16

Tabla 6: Valor del indice de exactitud, indice de Youden, sensibilidad y especificidad para cada uno de los

conjuntos de puntos de corte evaluados.

A partir de estos puntos de corte se determinaron 10 categorias del nivel de
mosaicismo en embriones con trisomias y otras 10 en embriones con monosomias:
Trisémico 100% , trisémico90%-diploide10%, trisémico80%-diploide20% ... euploide
100%, diploide90%-monosémico10%, ... diploide10%-monosémico 90% y monosémico

100%.

Como podemos ver en la Figura 26, en los valores de Z-Score que antes
representabamos en la Figura 25 se genera ahora un gradiente que confirma que podemos
usar este conjunto de puntos determinados por el promedio del valor de Z-Score de las

categorias como valor de segregacion de las muestras en funciéndel nivel de mosaicismo.
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indice
Sensibilidad Error_Se IC_Se+ IC_Se- Especificidad Error_Esp IC_Esp+ IC_Esp-
exactitud

Valor
Z-Score promedio
unbral

100-90% 2,968 0,095 0,133 0,172 0305 -0,038
90 -80% 2,864 08 1 0 1 1 0,6 0,247 0,847 0,352
80-70% 2,598 0,866 0933 0,126 1,059 0,80709734 038 0,202 1,002 0,597
70-60% 2,337 0,666 1 0 1 1 0,333 0238 0571 0,094
60-50% 1,900 0,833 1 0 1 1 0,666 0,238 0,905 0,428
50-40% 1,521 0,566 0,666 0,238 0,905 0,428 0,466 0,252 0,719 0214
40-30% 1,192 0,633 038 0,202 1,002 0,597 0,466 0,252 0,719 0214
30-20% 0,945 0,733 0,733 0223 0,957 0,509 0,733 0223 0953 0,509
20-10% 0,592 0,793 0,733 0223 0,957 0,509 0,857 0,183 1,040 0,673

0357 0,743 0,733 0223 0957 0,509 0,857 0,183 1,040 0,673

[ Promedio ] IRz S ez 2 7S =22 Iz o sz

-O,E 0,6388 0428 0211 0,640 0216 0,933 0,126 1,059 0,807
10-20% -0,743 0,829 0,809 0,167 0977 0,641 0,85 0,156 1,006 0,693
20-30%  -1,1908 0,880 0,857 0,149 1,006 0,707 0,904 0,125 1,030 0,779
30-40%  -1,6608 0,904 0,904 0,125 1,030 0,779 0,904 0,125 1,030 0,779
40-50%  -2,1642 0,880 0,904 0,125 1,030 0,779 0,857 0,149 1,006 0,707
50-60%  -2,7316 0,857 0,857 0,149 1,006 0,707 0,857 0,149 1,006 0,707
60-70%  -33639 0,857 0,809 0,167 0977 0,641 0,904 0,125 1,030 0,779
70-80%  -4,0318 0,785 0,761 0,182 0,944 0,579 0,809 0,167 0977 0,641
80-90%  -4,7512 0,857 0,857 0,149 1,006 0,707 0,857 0,149 1,006 0,707
90-100%  -51351 0,733 0,888 0,205 1,094 0,683 0,666 0,201 0,868 0,465

Tabla 7: Resumen de datos obtenidos al clasificar las muestras empleando los puntos de corte relativos al set c) Valor promedio de Z-Score. Valor Umbral: Valor del punto de corte entre
categorias segun el método estudiado; Error_Se: Tasa de error de la sensibilidad; IC_Se+: Valor superior del intervalo de confianza al 95% para la sensibilidad; Error_Esp: tasa de error de
la especificidad; IC_Se-: Valor inferior del intervalo de confianza al 95% para la sensibilidad; Error_Esp: Tasa de error de la especificidad; IC_Esp+: Valor superior del intervalo de confianza
al 95% para la especificidad; Error_esp: tasa de error de la especificidad; IC_esp-: Valor inferior del intervalo de confianza al 95% para la especificidad



2.3 Sensibilidad y especificidad

IonReporter™ establece que se obtiene un 100% de sensibilidad y un 64,29% de
especificidad al analizar embriones 100% aneuploides28® realizando el analisis con los

valores por defecto.

La Tabla 25, Tabla 26 (adjuntas en la seccion ANEXOS) y la Tabla 7 muestran los
calculosde sensibilidad y especificidad para cada categoria del nivel de mosaicismo en cada
uno de los sets candidatos a puntos de corte al usar MiNmos. Los resultados quedaron
resumidos en la Tabla 6. Se observd que, para el conjunto de puntos de corte procedentes
de la media de los Z-Score entre categorias (Tabla 7), el promedio de sensibilidad y
especificidad de la clasificacion de muestras dentro de su categoria fue de 0,84 y 0,72
respectivamente. Por su parte, el I fue de 0,75 (El 75% de muestras quedaron
correctamente clasificadas dentro de la categoria de mosaicismo para la que fueron
simuladas). Finalmente se observo que, como muestra la Tabla 8, aparentemente, resulta
mas sencillo de detectar la monosomia que la trisomia, con valores para el I. para el

conjunto de puntos de corte escogido de 0,82y 0,67 respectivamente.

Tipo Indice Indice
Puntos de corte Sensibilidad Especificidad
mosaicismo exactitud Youden

Media -2dv 0,68 0,36 0,37+0,19 0,99+0,01
m 0,74 0,45 0,72+0,20 0,73+0,22

Trisomia
Media Z-Score 0,67 0,45 0,86+0,12 0,59+0,21
Media Z-Score PGDIS 0,76 0,49 0,86+0,11 0,63+0,21

Media -2dv 0,73 0,4 0,44+0,20 0,96+0,05
m 0,81 0,62 0,86+0,14 0,76+0,18
Monosomia

Media Z-Score 0,82 0,66 0,81+0,16 0,85+0,14

Medla Z-Score PGDIS 0,88 0,75 0,87+0,13 0,88+0,12

Tabla 8: Valor del indice de exactitud, indice de Youden, sensibilidad y especificidad para cada uno de los sets de

puntos de corte evaluados segtn el tipo de mosaicismo presente.

1149



150| RESULTADOS Y DISCUSION
2.4 Reformulacién segtlin el PGDIS

Para el caso especifico de la distincién entre embriones euploides y embriones con
la categoria inferior de mosaicismo (hasta 10%), la sensibilidad fue de 0,73 para mosaicos
con trisomia y 0,42 en monosomias. La especificidad fue de 0,85 y 0,93 respectivamente y

ell. de 0,74 y 0,63 (Tabla 8).

Ademas, observamos en la Tabla 7, que el 26% de muestras analizadas quedaban
clasificadas fuera de su categoria al intentar distinguir si se trataba de un embrién euploide
o un mosaico del 10% con trisomia (el 84% fueron correctamente clasificadas). Por su parte,
el 37% lo hacian al tratar de distinguir si se trataba de un mosaico con monosomiaal 10%

(63% de acierto).

Con base en estos resultados y siguiendo las recomendaciones del PGDISz281 se
reformularon las categorias del nivel de mosaicismo (Tabla9), agrupando las categorias con
un 10 yun 20% de mosaicismo con la categoria euploide; de la misma formase agruparon
las categorias de aneuploidia con las categorias de un 90 y 80% de mosaicismo. De esta
formatodo embridn con menosde un 20% de mosaicismo seria considerado euploide y con

mas del 80% seria tomado como aneuploide.

Tras la agrupacion se observé que tanto la sensibilidad (0,87) como la especificidad
(0,76), el valor del indice de exactitud (0,83) y el Indice de Youden (0,62) aumentaron con
respecto al modelo general disefiado con todas las categorias (Tabla 6). De manera mas
especifica (Tabla 9) se observé que los valores de sensibilidad y especificidad para los
niveles de mosaicismo con trisomfa aumentaron a 0,86 y 0,63 respectivamente, mientras
que en niveles de monosomia aumentaron a 0,87 y 0,88. También se observé que,
respectivamente, el 76% y el 88% de las muestras analizadas quedaron correctamente

clasificadas dentro de su categoria.

Enla distincion entre categoria euploide y mosaicismo del 30% con triploidia (Tabla
9), el 87% de las muestras fueron correctamente clasificadas, mientras que el 94% lo fueron
al distinguir entre euploides y mosaicosal 30% con monosomia. Los valores de sensibilidad
aumentaron a 0,74 y 0,88 respectivamente, mientras que los valores de especificidad fueron

0,91y 0.81.

También se realiz6 una tltima prueba de reclasificacion; en este caso las categorias
de mosaicismo se superponian, de manera que la primera categoria de mosaicismo

comprenderia embriones entre 0y 20% (euploides), la segunda entre 17 y 33%, la tercera



entre 27 y 43% y asi sucesivamente. Observando la Tabla 7 y realizando los calculos (no

publicados) observamos que los valores de sensibilidad y especificidad ascendieron a 0,99.

La Figura 27, la Figura 28, y la Figura 29 muestran graficamente los valores

comentados en este apartado, para facilitar su comprensiény comparacion.

MOdElO B Media Z-Score

1 B Media Z-Score. PGDIS
0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0

indice Especificidad  indice Youden Sensibilidad Especificidad

Figura 27: Resumen de los datos obtenidos para el Modelo Media de Z-Score y Media d Z-Score segtn las

recomendaciones del PGDIS.
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indice Especificidad  indice Youden Sensibilidad Especificidad
m Media Z-Score Trisomia m Media Z-Score. PGDIS Trisomia
B Media Z-Score Monosomia 1 Media Z-Score. PGDIS Monosomia

Figura 28: Resumen de los datos obtenidos para el Modelo Media de Z-Score y Media d Z-Score segiin las

recomendaciones del PGDIS para cada tipo de aneuploidia.
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Euploide - Mosaico menor porcent.
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Figura 29: Resumen de los datos obtenidos para el Modelo Media de Z-Score y Media d Z-Score segtn las

recomendaciones del PGDIS para a distincién entre embriones euploidesy mosaicos del menor nivel.



Z-Score promedio Valor Indice
Sensibilidad Error_Se IC_Se+ IC_Se- Especificidad | Error_Esp IC_Esp+ IC_Esp-
PGDIS unbral exactitud

100-70% 2,598 0,862 0,972 0,053 1,025 0,9187 0,247 0,847 0,352
70-60% 2,337 0,766 1 0 1 1 0,533 0,252 0,785 0,280
60-50% 1,900 0,9 1 0 1 1 0,8 0,202 1,002 0,597
0ol 50-40% 1,521 0,566 0,666 0,238 0,905 0,428 0,466 0,252 0,719 0,214
40-30% 1,192 0,633 0,8 0,202 1,002 0,597 0,466 0,252 0,719 0,214
-0% 0,945 0,866 0,733 0,223 0,957 0,509 0,911 0,083 0,994 0,827
=T N 7S -2 (RO TOoN et o722l ez T2 e Sa NCETa

0-30%  -1,190 0,935 0,857 0,149 1,00 0,707 0,964 0,047 1,012 0,917
30-40%  -1,660 0,904 0,904 0,125 1,030 0,779 0,904 0,125 1,030 0,779
40-50%  -2,164 0,880 0,904 0,125 1,030 0,779 0,857 0,149 1,006 0,707
50-60%  -2,731 0,857 0,867 0,149 1,006 0,707 0,857 0,149 1,006 0,707
60-70%  -3,363 0,957 0,809 0,167 0,977 0,641 0,904 0,125 1,030 0,779
70-100%  -4,031 0,861 0,882 0,088 0,970 0,793 0,809 0,167 0,977 0,641

Tabla 9: Resumen de datos obtenidos al clasificar las muestras empleando los puntos de corte relativos al set c) Valor promedio de Z-Score, pero considerando la clasificacién establecida por
el PGDIS. Valor Umbral: Valor del punto de corte entre categorias segun el método estudiado; Error_Se: Tasa de error de la sensibilidad; IC_Se+: Valor superior del intervalo de confianza al
95% para la sensibilidad; Error_Esp:tasa de error de la especificidad; IC_Se-: Valor inferior del intervalo de confianza al 95% para la sensibilidad; Error_Esp: Tasa de error de la especificidad;
IC_Esp+: Valor superior del intervalo de confianza al 95% para la especificidad; Error_esp: tasa de error de la especificidad; IC_esp-: Valor inferior del intervalo de confianza al 95% para la

especificidad
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2.5 Nivel de mosaicismo

El andlisis del set in silico formado por embriones mosaico nos permitié establecer
los valores minimos de mosaicismo detectables por cada uno de los algoritmos sometidos a
validacidn en este estudio (Tabla3 adjunta en el repositorio GitHub a través de la direccion
https://github.com /nacasfer/thesis_tables). Como podemos observar en la Tabla 10,
ReproSeq low-pass Whole-genome aneuploidy es capaz, en promedio, de detectar
aneuploidia cuando hay presente un 70% de células aneuploides (desviacion del 11%)
siendo 60% de mosaicismo el caso de deteccion en el que se detectd el menor porcentaje de
aneuploidia; por debajo de dicho porcentaje la aneuploidia queda oculta e indetectable y el

embridn es catalogado como completamente euploide.

Por su parte, el protocolo ReproSeq Mosaic PGS w1.1 detecta mosaicismo en todas
las categorias, pero se observa un alto nimero de falsos positivos en muchos de los

cromosomas de las muestras.

Por el contrario, observamos que el promedio de deteccién minima de mosaicismo
de MiNmos fue de 25,4% de aneuploidia. Recordemos que, segtn los criterios de PGDIS,
embriones con porcentajes de aneuploidia inferiores al 20% son considerados euploides,
por tanto nuestro algoritmo es capaz de detectar practicamente todo el amplio espectro del
nivel de mosaicismo. Ademas, a diferencia de IRS nuestro algoritmo en capaz de asignar
dicho porcentaje de aneuploidia a una categoria del nivel de mosaicismo, permitiendo
establecer una clasificacion de las muestras en funcién del nivel de mosaicismo y no de la

ploidia que presente mayor porcentaje en el embrion.



Deteccion mosaicismo (%) Nim. Minimo lecturas Deteccién mosaicismo (%) Nim. Minimo lecturas

Min. detectado Categoria promedio Min. detectado  Categoria promedio Min. detectado Categoria promedio Min. detectado  Categoria promedio

o
]
S
=

70 19796 10 10076
70 70 19836 20000 10 10 19926 10000
70 20165 10 19990
T7_rep 70 20008 30 18630
90 70 20064 20000 30 30 18770 20000
80 20030 30 18711
80 29954 30 20163
90 80 30000 30000 30 30 20031 20000
80 30216 30 20277
80 19913 40 19016
90 80 19978 20000 40 40 19096 20000
80 20095 40 19217
70 50023 40 20356
60 60 49744 50000 30 30 19933 20000
60 50147 30 20187
50 20084 20 9786
60 50 20270 20000 20 20 9753 10000
60 19365 20 9757
B4.re 60 20242 20 18389
60 60 19723 20000 20 20 18655 20000
60 29909 20 27429
60 10092 20 10000
- 60 60 19898 20000 20 20 10000 10000
B5_rep3 70 19878 20 20000
A A s ]
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Tabla 10: Categorias minimas del set in silico correctamente detectadas por los distintos algoritmos.
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2.6  Minimo numero de lecturas

Para establecer el nimero minimo de lecturas necesario para establecer una
correcta determinacion de la ploidia del embrion, se analizaron las tres réplicas del segundo
set in silico, asi como el nimero minimo de lecturas necesario para detectarlas aneuploidias
y su nivel de mosaicismo (Tabla 1 adjunta en el repositorio GitHub a través de la direccion

https://github.com /nacasfer/thesis_tables).

La Tabla 10 muestra la categoria de mosaicismo con el menor porcentaje de
aneuploidia correctamente detectado para cada embrion, asi como el nimero minimo de
lecturas determinado para una correcta deteccion de la ploidia tanto por nuestro algoritmo

como por los algoritmos de IRS.

Realizando un promedio de todas las categorias podemos concluir que el flujo de
trabajo ReproSeq Low-pass Whole-genome aneuploidyrealiza una correcta determinacién de
la ploidia con un promedio de, al menos, 24976 lecturas cuando analiza embriones
aneuploides y de 20506 ante embriones euploides. El embrién que menor nimero de
lecturas necesité para ser correctamente clasificado perteneci6 a la categoria de 20.000

lecturas.

El workflow Reproseq Mosaic w1.1 nuevamente detecté mosaicismo en todas las
categorias, como muestrala Tablal adjunta en el repositorio GitHub através de la direccion
https://github.com /nacasfer/thesis_tables, pero volvi6 a detectar un nimero altisimo de
falsos positivos, incluso en muestras biopsiadas en dia 3 (Recordemos que en dia 3 solo se
biopsia una célula, por lo que la determinacién de un diagndstico de mosaicismo carece de

sentido).

Por su parte, MiNmos fue capaz de detectar correctamente la categoria de
mosaicismo con un promedio de 17422 lecturas en el caso de embriones con aneuploidias
y de 17059 en embriones euploides. El embrién con menos lecturas correctamente

detectado perteneci6 ala categoria de 10.000 lecturas

2.7 MAPD

La tabla 2 y la tabla 3 adjuntas en el repositorio GitHub a través de la direccion

https://github.com /nacasfer/thesis_tables muestran las lecturas y valor de MAPD de cada
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archivo BAM analizado. Podemos observar que, aun en los casos en que el valor de MAPD
fue superior a 0,3, MiNmosrealizé una correctadeterminaciénno solo de la ploidia, sino del
nivel de mosaicismo. El mayor valor de MAPD de un embrién correctamente analizado fue
0,637, 1o que supone una gran mejoraen cuanto a la fiabilidad del método, yaque IRS dejaba
de serlo a partir de 0,3 (mas de la mitad de la dispersiéon) debido a la cantidad de falsos

positivos que presenta.

2.8 Discusion

Aunque el efecto del mosaicismo sobre las tasas de implantacién es aln
desconocido, es razonable asumir que la presencia de este fendmeno en los embriones

transferidos disminuye las tasas de éxito de los ciclos de IVF9o,

Hasta ahora, la identificacion de embriones mosaico era un proceso dificil y costoso
que, en muchos casos, suponia la disgregacion celular y, en aquellos casos en que se lograba,
suponia la no transferencia debido al desconocimiento de las consecuencias sobre la
descendencials2. Sin embargo, diversos autores han afirmado que la transferencia de
embriones mosaico puede resultar en la implantacion y nacimiento de un bebé sano181. Esto
sugiere la existencia de algiin mecanismo por el cual la aneuploidia es “corregida” en estos
embriones mosaico y las células aneuploides son “relegadas” por las euploides; hecho que
viene apoyado por las bajas tasas de mosaicos reportados en los test prenatales153.155, De
esta manera, estos embriones podrian suponer una esperanza en parejas con tasas de
fertilidad bajas de cuyos ciclos de fertilizacién no se hubiesen obtenido embriones

euploides?s2,

En la otra cara de la moneda nos encontramos con la ingente ambigiiedad de
consecuencias que podria suponer la transferencia de un embrién mosaico, pasando por
fallos de implantacién hasta el posible nacimiento de descendencia afecta4 pues, aunque el
mosaicismo estd reconocido como unfendémeno prevalente en los ciclos de IVF, hasta ahora
no es posible de determinar con fiabilidad el nivel al cual dichos embriones pasarian de ser

irrelevantes a ser un problema2.282,

Por estos motivos resulta esencial el establecimiento de una gradaciéon de
aneuploidia de los embriones mosaico que permita fijar y diagnosticar un valor umbral de
porcentaje de células aneuploides presentes a partir del cual sea o no aconsejable la

transferencia.



2.8.1 Diseio

Como ya hemos comentado, las células de trofoectodermo dan lugar a la placenta,
por lo que, tedricamente, incluso una biopsia diagnosticada como anormal en este tejido
podria resultar en un feto cromosémicamente normal; ademas, se cree que las células
aneuploides presentan menores tasas de replicacion y mayor tasa de apoptosis que las
células euploides, debido ala mayor carga genética que portan, que provocaerrores durante
la division. Es por ello que la obtencidn posterior de muestra a partir del mismo embrién
para su validacién con el nivel de mosaicismo, podria arrojar resultados muy diferentes a
los diagnosticados sin implicar, necesariamente, que el método de andlisis estuviese
errando durante su aplicaciéon con el material original. El uso de simulaciones in silico a
partir de archivos BAM secuenciados permite no solo generar todas las categorias de
mosaicismo posibles a partir de lecturas de una biopsia procedente de un embrién humano
real, algo que seria éticamente inviable en laboratorio, sino controlar todos los parametros
asegurando que el nivel de mosaicismo del archivo BAM final corresponda realmente con el
porcentaje de aneuploidia esperado. Pero dichos archivos proceden de la biopsia de un

embridn real.

Laidea de quelas condiciones de manejo enlaboratorio pueden causar aneuploidias
post-fertilizacion o aparicién de embriones mosaico es un concepto muy provocativo pero
ampliamente demostrado en un estudio realizado con 623 embriones pertenecientes a 7
clinicas distintas, el cual concluy6 que un mismo embrién podia ser diagnosticado con un
rango de mosaicismo entre el 32y el 60% en funcion del laboratorio en el que se hubiese
realizado la biopsia283284, Para evitar este efecto, los archivos BAM seleccionados para
realizar la validacion de nuestro algoritmo proceden de embriones recogidos en distintos

laboratorios.

Ademas, el uso del filtro de duplicados MiNFilterDups permite eliminar artefactosy
duplicados de PCR, manteniendo tan solo la lectura original amplificada durante la reacciéon
de PCR, disminuyendo la dispersion de las lecturas y permitiendo que la cuantificacién de
los cromosomas no esté afectada por las posibles desviaciones introducidas durante la

elaboracion de la técnica en los distintos laboratorios.
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2.8.2 Gradacion del mosaicismo

Teniendo todo esto en cuenta hemos desarrollado , un algoritmo que
permite no solo la deteccion de aneuploidias en embriones mosaico, sino el establecimiento
del nivel de mosaicismo a través del porcentaje de células aneuploides presentes. Asi,

realiza la determinacion del porcentaje de aneuploidia presente a través de la
gradacion del valor Z-Score de la transformacién logaritmica en base 10 de las intensidades
de cobertura corregidas con base en los puntos de corte arrojados por el conjunto Z-Score
promedio de las categorias de mosaicismo pues, aunque el Indice de exactitud de este
conjunto de puntos de corte fue ligeramente inferioral I. de otro de los conjuntos propuesto
(0,75 frente a 0,77), el Indice de Youden mostré que este conjunto de valores umbral
maximiza la diferencia entre verdaderos y falsos positivos, generando un consenso entre
especificidad y sensibilidad que garantiza la mejor clasificacién de las muestras dentro de
la categoria de mosaicismo a la que pertenece, evitando asi errores de sub y stuper estima

del nivel de mosaicismoy el porcentaje de aneuploidia presente.

Debemos ademas destacar el caso de las muestras B10 y B5, en inicio consideradas
aneuploides para la monosomia de los cromosomas 5 y 19 en B10 y con una

deleciéon/duplicacién en los brazos del cromosoma1en el caso de B15.

A analizar B10 con MiNmos se observé que el cromosoma 19 exhibié un nivel de
aneuploidia correspondiente a un nivel de mosaicismo del 60%. En el caso del brazo largo
del cromosoma 1 de B15, observamos que este grado de mosaicismo fue del 90%. De ser
cierto, ambosniveles entrarian dentro del nivel de deteccidn de las técnicas actuales, por lo
que habrian sido erréneamente tomados como aneuploides completos y, por tanto,
incluidos en la validacion de los métodos por medio de los calculos de sensibilidad y
especificidad. Es por ello que nos atrevemos a afirmar que dichas muestras son en realidad
mosaicos no detectados por el estado del arte de las técnicas actuales, y su inclusién en la

validacién pudo provocarla subestimacion de los valores de sensibilidad y especificidad.

2.8.3 Falsospositivos

A pesar de la existencia de estudios que afirman fervientemente el éxito de la
transferencia de embriones mosaico153155, podemos encontrar enla bibliografia autores que
contradicen estas afirmacionesalegando que dichos ratios de éxito son realmente debidos

a que los embriones mosaico transferidos son en realidad falsos positivos de la técnica de



deteccion empleada y, por lo tanto, embriones euploides con un perfil lleno de ruido que los
hace ser erréneamente clasificados como mosaicos!s8. Es precisamente debido a estas
contradicciones que se hace imperiosa la necesidad de desarrollar un método preciso de
determinaciéon del porcentaje de aneuploidia presente que controle los niveles de
sensibilidad y especificidad de la técnicay permita establecer un valor umbral (si existe y
es realmente posible de determinar) a partir del cual un embrién mosaico es viable para la

transferencia.

Como ya comentamos, lonReporter™ establece que, realizando el andlisis con los
valores por defecto, se obtiene un 100% de sensibilidad y un 64,29% de especificidad al
analizar embriones 100% aneuploides280, pero no se indica nada de embriones mosaicos.
Enel caso de ,1as tasas ascendieron al 100% al realizar la misma comparativa entre
embriones euploides y aneuploides. Ademas, se establecié una tasa global de especificidad
del 72%, mientras la sensibilidad ascendi6 al 84% al distinguir entre embriones euploides
o embriones con un maximo de aneuploidia del 10%. Las tasas ascendieron al 100% tanto
para sensibilidad como para especificidad al distinguir entre embriones euploides.
Centrandonos en los tipos de aneuploidia, observamos que los valores de sensibilidad y
especificidad fueron de 86 y 59% al distinguir embriones mosaico con trisomias al 10%

frente a embriones euploides, y del 81 y 85% cuando los mosaicos fueron de monosomias.

Al realizar la reclasificacidon con base en los criterios del PGDIS, que considera que
cualquier embriéon con un maximo del 20% de aneuploidia puede ser considerado
euploide28t, los valores de sensibilidad y especificidad global ascendieron tanto
globalmente como enla distincidn entre las categorias inferior de mosaicismo y la categoria
de euploides, algo que resulta realmente interesante, pues siempre debe priorizar la

transferencia de embriones euploides sobre los mosaicos28,

Cabe destacar que el uso de esta reclasificacion no solo se fundamenta en los
consejos publicados por el PGDIS.Si consideramos que una biopsia de blastocisto contiene
entre 4y 10 células (se desaconseja una biopsia con mayor niimero de células debido a que
podria perturbar el normodesarrollo del embrién2ss) y que, por lo general, se denomina
mosaico a aquellos embriones que presentan al menos 2 células aneuploides?8é, nos
encontramos que el caso con menor porcentaje de aneuploidia serfa un mosaico conun 20%
de eneuploidia (2 células aneuploides en 10) y nunca uno del 10% (1 célula aneuploide en
10). Segun esto, establecer este valor umbral de determinacién resulta lé6gico y admisible,

permitiendo el incremento de los valores de sensibilidad y especificidad de la técnica.
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La ultima prueba de reclasificacién realizada nos sirve para darnos cuenta del poder
de diagnéstico de . A diferencia de otros algoritmos, que no son capaces de
determinar el porcentaje de mosaicismo, MiNmos no solo es capaz de detectar la
aneuploidia en embriones mosaico, sino que es capaz de determinar el porcentaje de
aneuploidia presente y con ello el nivel de mosaicismo. Asi, las tasas de sensibilidad y
especificidad tomadas en la Tabla 7 y la Tabla 9 de este estudio refieren a la catalogacién
exacta del embrion dentro de la categoria para la cual fue simulado. Dada la existencia de
embriones mosaicoy su creciente importancia en el campo del DGP, la simple catalogacion
en embriones euploides y aneuploides (transferibles o no) se queda corta en términos de
andlisis de resultados y explicaria la alta tasa de sensibilidad mostrada por IRS. Por tanto,
para el andlisis de validacion de MiNmos se considerd fallo cuando el embrién fue
catalogado en la categoria superior o inferior, lo cual no significa en ningiin caso que el
algoritmo MiNmos sefiale el embrién como euploide en caso de ser aneuploide (o
viceversa), sino que puede sobre estimar o subestimar, con un error del 3-5% el porcentaje
de mosaicismo presente, hecho que confirman las tasas de sensibilidad y especificidad

obtenidas al considerar categorias solapantes.

2.8.4 MAPD, nivel de mosaicismoy niimero minimo de lecturas,

Se observo que el algoritmo ReproSeq Low-pass Whole-genome aneuploidy es capaz
de detectar en promedio embriones mosaico con un 70% de aneuploidia (el minimo
detectado fue de 50%), pero no es capaz de determinar dicho porcentaje ni gradarlos en
categorias de mosaicismo. Por debajo de estos niveles de mosaicismo, la aneuploidia queda
oculta e indetectable y el embrion es clasificado como euploide, lo que lo convierte en un
embrion potencialmente transferible que puede generar diversos efectos en funcién del

grado de aneuploidia y el tipo celular afectado.

Por su parte, ReproSeq Mosaic w1.1 es capaz de detectar aneuploidia en todos los
niveles de mosaicismo pero también presenta tal nimero de falsos positivos que todos los
embriones parecen mosaico. Este hecho quedo reflejado en el analisis de los embriones del
set in silico de lecturas minimasbiopsiados en dia 3. Debemos recordar que las biopsias en
dia 3 capturan tan solo una célula y que este set se realizé extrayendo lecturas
aleatoriamente a partir de los archivos BAM, por lo que la detecciéon de niveles de

mosaicismo o porcentajes de aneuploidia en el analisis de estos archivos carece de sentido.



Ademas ReproSeq Mosaic w1l.1 tampoco es capaz de gradar el nivel de mosaicismo a través

del porcentaje de aneuploidia.

MiNmos fue capaz de detectar aneuploidia en embriones mosaico al 25,4% (el
minimo detectado fue del 10%), lo cual resulta un éxito si tenemos en cuenta las
recomendaciones del PGDIS. Ademas, MiNmos fue capaz de detectar de forma fiable la
aneuploidia en embriones con al menos 17506 lecturas, mientras que, aunque se observd
acierto hasta con un minimo de 24976 lecturas al emplear el workflow ReproSeq Low-pass
Whole-genome aneuploidy, el proveedor asegura que son necesarias al menos 100.000
lecturas para obtener un diagndstico fiable, pues un menor nimero de lecturas provoca un
aumento del valor de MAPD, con el consecuente aumento de la dispersion de las lecturasy

el ocultamiento del verdadero modelo de ploidia del embridn.

Finalmente, respecto al valor de MAPD, se observé que aun cuando este valor fue
muy superior al umbral de 0,3 impuesto por IRS, nuestro algoritmo continud realizando una
correcta determinacion de la ploidia y el nivel de mosaicismo del embrién, lo cual supone
una gran mejoria en cuanto a la fiabilidad del método (IRS deja de ser fiable a partir de 0,3
mientras que MiNmos parece no ser susceptible a dicho valor) y su utilidad pues es dificil
conseguir que los embriones sean secuenciados con masde 100.000 lecturas. Estos avances
suponen un ahorro en tiempo y dinero pues a menor nimero de lecturas necesario, mayor

cantidad de muestras podrian secuenciarse de una sola vez.

Asi, a diferencia del protocolo ReproSeq Low-pass Whole-genome aneuploidy de RS,
MiNmos es capaz de detectar el espectro completo de porcentaje de aneuploidia presente
en un embridn a la par que, a diferencia del protocolo ReproSeq mosaic wil.1, es capaz de
gradarlo y diagnosticarlo dentro de las categorias de mosaicismo. Ademas permite clasificar
si un embridn es euploide, aneuploide o mosaico.Portodo ello, MiNmos ha demostrado ser
mas preciso que los algoritmos empleados por el software de IR a la par que arroja una
posibilidad de intentar comprender los efectos del mosaicismo sobre los ciclos de IVF y
establecer (si existe), en un futuro, un valor umbral a partir del cual la transferencia de

embriones mosaico pueda ser o no recomendable.

2.8.5 Limitaciones

La bibliografia recoge que las técnicas de deteccién de aneuploidias por NGS fallan

en la deteccion de aneuploidias reciprocas (embriones que poseen células trisomicas y
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células monosdmicas paraun mismo cromosoma) cuando se encuentran en una proporcién
cercana al 50%¢287, pues debido a la técnica de amplificaciény la deteccidn realizada por los
métodos de andlisis, el suceso de trisomia quedaria enmascarado (compensado) por el de
monosomia. Por este motivo y previo a la transferencia de embriones, deberia realizarse
siempre un proceso de consejo genético advirtiendo de la posibilidad de transferir un
embridn afecto de trisomias ocultas y del riesgo que puede conllevar para la descendencia
transferir un embridon mosaico con monosomia (como indican los calculos presentados en
este estudio, la monosomiaes un suceso mas sencillo de detectar). Debemos recordar que
ciertas trisomias son viables y pueden desembocar en la tenencia final de un bebé afecto;
por el contrario la transferencia de embriones mosaico para otras trisomias y/o

monosomias podria desembocar en abortos espontaneos y fallos de implantacién.

En relacion con este fenomeno y debido a la creencia de que la mayor parte de
mosaicismos derivan de la no-disyuncién mitotica2s8.289, Mertzanidous et al. realizaron
diversos estudios donde esperaban que al menos uno de los embriones, analizados por
disgregacion y analisis de células Unicas, presentase aneuploidias reciprocas para al menos
un cromosomats229-292, Sin embargo ningin embrién analizado cumplid las expectativas,
lo que nos permite afirmar que, si bien la limitacién de deteccion existe, la tasa de apariciéon

de este fendmeno es tan baja que podria considerarse despreciable.

Por ultimo, debemos recordar que MiNmos permite la deteccién del porcentaje de
aneuploidia y gradacién del porcentaje de mosaicismo en células de trofoectodermo
biopsiadas, pero en ningin momento pretende establecer el porcentaje de aneuploidia o
nivel de mosaicismo a partir del cual la transferencia de un embrién mosaico resultaria o
no exitosa. Para establecer dicho porcentaje deberiamos recurrir a una guia de
transferencia y continuar realizando estudios intensivos sobre el tema mediante la

aplicacién de este nuevo algoritmo de andlisis en clinica.



A modo de resumen, podemos afirmar que MiNmos es un algoritmo
especificamente disenado para la deteccion de bajos porcentajes de aneuploidia y

determinacion del nivel de mosaicismo de muestras de DGP-A por técnicas de NGS.

MiNmos es el primer algoritmo para DGP-A capaz de gradar y determinar el nivel

de mosaicismo de la muestra, indicando el porcentaje de aneuploidia presente.

El valor Z-Score del log10 de los niveles de cobertura corregidos respecto a los
valores de las dos lineas base analizado por MiNmos es un buen indicador del estado de

ploidia y el nivel de mosaicismo.

MiNmos permite la deteccion del estado de ploidia y el nivel de mosaicismo

incluso con valores de MAPD por encima de 0,3.

MiNmos presenta una mayor sensibilidad y especificidad en la distincién entre
embriones euploides y mosaicos de bajo nivel respecto a las técnicasactuales del estado

del arte.

MiNmos necesita un menor nimero de lecturas minimas para obtener resultados
fiables respecto alos algoritmos del estado del arte. Esto supone un ahorro en tiempo y
dinero, pues a menor nimero de lecturas necesarias para un correcto diagndstico, mayor

cantidad de muestras pueden ser secuenciadas a la vez.
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Capitulo 3: Dispersion de las lecturas
3.1 Estadisticos propuestos

La Figura 30 muestra que los estadisticos Rango, Rango medio, Rango intercuartilico,
Coef. devariacidn, Varianzay Desviacidn tipica presentaron perfiles muy similares al perfil
arrojado por la representacion del valor de MAPD de las muestras, mostrado en la Figura
19 yla Figura 20 de la seccion 1.2. MAPD y nimero de lecturas. Las muestras pertenecientes
a categorias con alto nimero de lecturas presentaron siempre valores inferiores de la
dispersion con respecto a las muestras de categorias con bajo nimero de lecturas. Esto
sugiere que, como venimos comentando, ladispersion de las lecturas es mayor en muestras

con bajo numero de lecturas.

Por el contrario, los perfiles de los estadisticos basados en Z-Score arrojaron
conclusiones muy diferentes. Todas las muestras se agruparon en torno a un valor umbral
comunindependientemente del nimero de lecturas que presentasen, lo que sugiere que la

dispersion de las lecturas no esta relacionada con el nimero de lecturas de la muestra.

La Figura 31a muestra el valor del estadistico Z-Score. Se observé que todas las
muestras se agruparon en torno al valor =-3,85*10-18 , inclusive aquellas pertenecientes a
muestras que no habian sido procesadas mediante el protocolo ReproSeq 5.0, el cual no
incluye una fase de filtrado de artefactos. Esto es debido a que el valor del Z-Score admite
valores positivos y negativos, lo que contrarresta el efecto de la dispersion entre distintas

muestras y centra el valoren el promedio.

Por su parte, la Figura 31b muestra el valor absoluto de dicho Z-Score. En este caso
se observd que los valores procedentes de muestras procesadas mediante el protocolo
ReproSeq 5.0 si presentaron diferencias con respecto a las muestras procesadas por los
algoritmos incluidos en los otros dos protocolos, aunque todas se agruparon en torno al

valor 0,78.
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Finalmente, la Figura 32 muestra este segundo tipo de perfil, pero el valor de Z-Score
ha sido corregido gracias al reescalado introducido por el logaritmo negativo y la
consideracion del valor absoluto del mismo. Esta grafica muestra como los valores se
agrupan en torno al valor %0,28, y maximizalas diferencias entre las distintas categorias y
protocolos permitiendo comparar la dispersion de las lecturas de los embriones con

independencia del nimero de lecturas que presente la muestra.

0.3504317 = .
0.3234045- ]
.
. -
g Ll
= . "
Ed Protocolo
=
8 o2963773- .IRSIO
IR5.6
2 =]
g ES minitterDups
9]
N
0.2790171
0.2693501 -
]
.
. -
.
.
0.2423229 - .
Sk 10k 20K 30K 40K 50K BOK 70K BOK 90K 100K

Lecturas

Figura 32: Grdfico de caja y bigotes delvalor de logaritmo negativo delvalor de Z-Score absoluto de la dispersion

de las lecturas en las distintas categorias muestrales del niimero de lecturas.



3.2 Discusion

EI MAPD es un valor inversamente relacionado con el nimero de lecturas. Cuando
los embriones tienen menos de 40.000 lecturas el MAPD asciende por encima del valor
umbral de 0,3 fijado por IRS como maximo permitido para una correcta deteccion de
aneuploidias, y el diagndstico deja de ser fiable. Sin embargo, cuando las lecturas son
filtradas usando MiNFilterDups, este valor se alcanza con un niimero menor de lecturas, es
decir, embriones con un nimero de lecturas inferior a 40.000 todavia presentan valores de
MAPD por debajo del valorlimite de 0.3.

De esta forma, un menor nimero de muestras son descartadas debido a un MAPD
alto. Esto es especialmente relevante en el diagndstico genético preimplantacional debido a
la dificultad que representa el hecho de tener que repetir un analisis. Cuando un andlisis es
considerado como no valido o no concluyente por el motivo que sea, una opcién para lograr
un resultado consiste en la repeticion de la biopsia para obtener mas muestra, sin embargo
esto no es muy recomendable debido al dafio que se le provoca al embrién, no solo por la
obtencidon de la biopsia en si, sino también por el proceso de vitrificaciony desvitrificacion
al que debe ser sometido. Unasegunda opcidén, puesto que la re-amplificacién no es posible,
consiste en la re-secuenciacion de la muestra a partir del material ya biopsiado. Si bien esta
opcion se antoja comolamejor a fin de garantizar la viabilidad del embrién, supone ciertos
problemas técnicos debido al alargamiento del tiempo necesario hasta la obtencion de
resultados (un factor critico en la mayor parte de los casos sometidosa DGP, especialmente
en los ciclos 24horas, donde se biopsia en dia 3 o dia 5y se pretende transferir endia 5 0 6
respectivamente, para realizar todo el proceso dentro del mismo ciclo hormonal de la
madre) y al sobrecoste del proceso. Por ello resulta interesante el desarrollo de
metodologias de analisis que permitan realizar un “rescate” de aquellas muestras que se

habrian descartado al ser analizadas por otros protocolos.

El motivo por el cual una muestra presenta un nimero bajo de lecturas esta
estrechamente relacionado con el hecho de que, tras haber sido identificada mediante su
barcode, se combinan para ser secuenciadas a la vez de manera que cada fragmento sera
identificado por medio de ese c6digo de barras previamente afiadido. Esto es lo que se
conoce como pooling. Las librerias de DGP-A no se realizan siguiendo el mismo protocolo
que otras librerias de NGS. En este caso, la concentracion es determinada mediante la
fluorescencia emitida, medida en equipos como el Qubit. Este método no tiene en cuenta el
tamafo de los fragmentos de ADN, a diferencia de otros como Bioanalyzer o TapeStation,

por lo que no es capaz de determinar con precision la concentracién exacta. Ademas, se da
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la circunstancia de que las librerias destinadas alos andlisis DGP-A presentan un rango de
fragmentos muy amplio, que va desde los 200 a los 2000 pb, lo cual resulta mucho mayor
que los fragmentos usualmente empleados. Finalmente, aunque los perfiles amplificados
suelen ser similares entre muestras procedentes de embriones con la misma ploidia, esto
no es necesariamente cierto en todos los casos. Por ejemplo, algunas muestras pueden
presentar perfiles desviados relacionados con la calidad del ADN final analizado. Asi, al
equiparar las concentraciones entre las distintas muestras para realizar el pool o combinado
que sera secuenciado, puede obtenerse una mezcla que no sea realmente equimolar debido
a todo lo anteriormente descrito, ocasionando que una o varias librerias queden sub y/o

super representadas.

Cuando una muestra presenta un elevado nimero de lecturas la dispersion se
densifica debido a que las lecturas ocupan todo el espacio y “caen” homogéneamente dentro
de las ventanas consideradas para el analisis de DGP-A, de manera que dichas ventanas se
interpretan como si tuviesen la misma cobertura, percibiéndose como si de una linea
continua se tratase, disminuyendo el valor de MAPD. Porel contrario, un archivo BAM con
bajo nimero de lecturas serd observado como un conjunto de lecturas discretas y dispersas
y el valor de MAPD de la muestra ascendera porque algunas ventanas no contendran tantas
lecturas como otras. Sin embargo, esta deriva del valor de MAPD podria ser un efecto
secundario debido Unicamente al nimero de lecturas, de manera que aporte una falsa
sensacion de seguridad que podria conducira un prondstico mal diagnosticado en laploidia
del embrion por haber quedado ocultatras el exceso de lecturas, o al descarte de embriones

bien diagnosticados debida a una falsa inseguridad debida a la falta de lecturas suficientes.

Si nos fijamos en la propuesta planteada observamos que todas las muestras
filtradas presentaron un valor aproximado de 0,28 en la dispersion de las lecturas. Esto
resulta légico, ya que el proceso de amplificacién no es muy diferente entre unas muestras
y otras y los filtros eliminan los artefactos. Por su parte, las muestras sin filtrar tampoco
difieren en exceso de dicho pardmetro, aunque se desvian en algunas categorias. Esto se
debe nuevamente al proceso de amplificacién; un proceso muy controlado en el que se
introducen ciertas desviaciones pero nunca en tal exceso como paradesviar completamente
el perfil de la muestra, ya que en ese caso serian consideradas como unfallo de la técnica de
amplificacién y, probablemente, eliminadas del analisis DGP-A. Asi, muestras con bajos
numeros de lecturas podrian presentar una baja dispersion si estas se reparten
homogéneamente por el genoma entre las distintas muestras, de forma que se produzcauna

representacion equimolar al ADN original.



Empleando un estadistico del tipo planteado en esta tesis nos encontramos que cada
muestra presenta un patréon de dispersion de las lecturas Unico pero relativamente
controlado dentro de unos parametros logicos y que dicha dispersiéon no tendria que estar

relacionada conla cantidad de lecturas necesariamente.

Asi, el perfil real de una muestra mostrara una dispersion que sera mucho mayor
que la dispersiéon afiadida por los artefactos que se hayan producido, debido al bajo
porcentaje que estas lecturas duplicadas suponen con respecto al resto. Sin embargo esta
dispersion afadida o ruido puede ser suficiente para que el diagndstico emitido por el
software de andlisis difiera de la ploidia real de la muestra. Al eliminar dicho ruido con el
filtro por medio de la eliminacién de los artefactos, nos estariamos encontrando con el valor
de dispersion real de las lecturas del embrion, una dispersion que deberiamos considerary
no descartar en el andlisis del modelo de ploidia presentado, pues no seria ya debido a

artefactos, sino a la distribucion de las lecturas entre las ventanas.

Por tanto, si todas las muestras presentan una dispersién minimay el uso del filtro
permite detectar esa dispersion por la eliminacién total del ruido, nos encontramos frente
a la hipdtesis de que todos los embriones son comparables desde el punto de vista de la
dispersion de las lecturas, con independencia del nimero de lecturas que presente. De esta
forma, podria ser que la ecuacion del MAPD estuviese introduciendo un falso efecto de
categorizacion del valor de dispersion en funcion de las lecturas, mientras que empleando
el estadistico Z-ScoreAbs_NegLog aqui propuesto podriamos descartar muestras cuya
dispersion se saliese de los rangos considerados como “normales”, no por su ndmero de

lecturas, sino porque dicha muestra presente un perfil efectivamente andmalo.

Simplificando el ejemplo, supongamos que el perfil real de una muestra fuese

semejante a la curva del seno de x (sin 2x), representado en la
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Figura 33a, donde a mayor nimero de lecturas, mayor frecuencia de la onda debido a que
las lecturas se condensan como lo hacen las ondas del seno en la grafica. Por efecto de los
artefactos introducidos durante la fase de amplificacion se habria introducido un ruido que
distorsionaria dicho perfil de manera que la curva del seno quedaria oculta y el modelo

podria ser erroneamente clasificado como sin 4x, representado en la



Figura 33b. Porotrolado, imaginemos un embrién cuyo perfil real sea sin 10x (Figura 34a),
y que sera identificado como sin 15x (Figura 34b). El objetivo del uso de algoritmos de
filtrado reside en la eliminacién de dicho ruido para que los programas de andlisis sean
capaces de detectar el modelo subyacente. Tras su aplicacion nos encontrariamos con que
el resultado asignado por el algoritmo de DGP-A para la primera muestra podria ser ahora

sin 3x y para la segunda sin 12x (
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Figura 33c y Figura 34c).

En este momento entraria en juego la medida de la dispersién para validar la
confianza de dichos diagnésticos. Probablemente nos encontrariamos con que la primera
muestra, cuya curva es mas amplia y la onda es mas dispersa, tendria valores de MAPD
superiores a 0,3, mientras que la segunda muestra, cuyas curvas son mas estrechas y el
patrén se superpone cubriendo casi todo el espacio, tendria un valor inferior. Segin esto,
deberiamos descartar el “diagnéstico” de la primera muestra y considerar valido el de la
segunda. Sin embargo, a simple vista no es sencillo concretar qué resultado fue mas

acertado en la deteccion del modelo subyacente.

Por tanto, la ecuaciéon de calculo del MAPD provoca un efecto secundario de
ocultamiento que podria explicar la razon por la cual la ploidia de muestras filtradas con
MiNFilterDups que presentaron valores de MAPD superiores a 0,3 continué siendo
correctamente detectada. El uso del modelo de Z-Score propuesto en esta tesis aporta una
medida absoluta independiente del nimero de lecturas, que podria ser comparada y tenida
en cuenta para comparar el nivel de confianza entre perfiles diferentes de muestras

distintas.

Muestra 1

Figura 33: Perfil de a) seno(2x), b) seno(4x), c) seno(3x)

a b c

Muestra 2

Figura 34: Perfilde a) seno(10x), b) seno(15x), c) seno(12x)



El valor de MAPD de la muestra estd muy relacionado con el nimero de lecturas

por lo que no permite la comparacién entre muestras con distinto namero.

La ploidia de un embriéon puede ser correctamente determinada con

independencia de su valorde MAPD si ha sido correctamente filtrada.

El logaritmo negativo en base 10 del valor absoluto del Z-Score de la cobertura
de las muestras es una medida absoluta que permite la comparativade la dispersion de

las lecturas entre las muestras conindependencia del nimero delecturas que presenten.
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Capitulo4: MiNtagSNP: Algoritmo de seleccion de tagSNPs para la
maximizacion de la informatividad en DGP-M
4.1 Valores6ptimos para MAxP y HETrate

“Esta tesis doctoral estd sometida a procesos de proteccién o transferencia de
tecnologia o de conocimiento, por lo que esta seccién estd inhibida en la publicacién en
los repositorios institucionales. Esta seccién contiene, ademds, los siguientes elementos
inhibidos:

Figura 35: Dispersion de los valores de MaxP frente a la informatividad arrojada por cada SNP de la poblacién

analizada.

Figura 36: Dispersionde los valores de HETrate frente a la informatividad arrojada por cada SNP de la poblacién

analizada.

Figura 37: Dispersion de los valores de MaxP frente a la informatividad arrojada por los SNP de la poblacién

analizada que sobrepasaron elvalor umbral 0,1.

Figura 38: Dispersidn de los valores de HETrate frente a la informatividad arrojada por los SNP de la poblacién

analizada que sobrepasaron elvalor umbral 0,22.

Figura 39: Dispersidn de los valores de MaxPy HETrate de los SNPs que componen la Matriz M.

Autorizado por la Comisién General de Doctorado de la Universidad de Murcia con

fecha 24 de febrerode 2021"
4.2 Validacién Inssilico

“Esta tesis doctoral estd sometida a procesos de proteccion o transferencia de
tecnologia o de conocimiento, por lo que esta seccion estd inhibida en la publicacién en

los repositorios institucionales.

Autorizado por la Comisién General de Doctorado de la Universidad de Murcia con

fecha 24 de febrerode 2021"

4.2.1 Poblacion

“Esta tesis doctoral estd sometida a procesos de proteccion o transferencia de
tecnologia o de conocimiento, por lo que esta seccion estd inhibida en la publicacion en

los repositorios institucionales. Esta seccién contiene, ademds, los siguientes elementos
inhibidos:



Tabla 11: Distribucién demogrdfica de la poblacion escogida.

Autorizado por la Comisién General de Doctorado de la Universidad de Murcia con

fecha 24 de febrero de 2021"

4.2.2 Panelesdiseiiados

“Esta tesis doctoral estd sometida a procesos de proteccidon o transferencia de
tecnologia o de conocimiento, por lo que esta seccidn estd inhibida en la publicacién en

los repositorios institucionales. Esta seccién contiene, ademds, los siguientes elementos
inhibidos:

Tabla 12: Polimorfismos registrados en la base de datos 1000GenomesDB en cada region analizada.

Tabla 13: Nimero de tagSNPs disefiados por cada algoritmo en cada regién analizada.

Figura 40: Relacién r? entre los distintos tagSNPs de los paneles disefiados por el algoritmo a), e), i), m) SNPinfo,
b), f), j), n) MiNtagSNP, c), g), k), o) OMNI5.2 y d), h), 1), p) Seleccion aleatoria para las regiones a), b), c), dJATXNZ,
e), f), g), h) CFTR, i), j), k), )PKD1, y m), n), o), p) VHL

Figura 41: Relacién D’ entre los distintos tagSNPs de los paneles diseiiados por el algoritmo a), e), i), m) SNPinfo,
b), f), j), n) MiNtagSNP, c), g), k), o) OMNI5.2 y d), h), 1), p) Seleccién aleatoria para las regiones a), b), c), dJATXNZ,
e), f),g), h) CFTR, 1), j), k), )PKD1, y m), n), o), p) VHL.

Autorizado por la Comisién General de Doctorado de la Universidad de Murcia con

fecha 24 de febrerode 2021"

4.2.3 Tiempode ejecucion

“Esta tesis doctoral estd sometida a procesos de proteccion o transferencia de
tecnologia o de conocimiento, por lo que esta seccion estd inhibida en la publicacién en
los repositorios institucionales. Esta seccién contiene, ademds, los siguientes elementos

inhibidos:
Tabla 14: Resumende la reduccién y tiempo empleados por MiNtagSNP para el disefio de los paneles.

Autorizado por la Comisién General de Doctorado de la Universidad de Murcia con

fecha 24 de febrerode 2021"

4.2.4 Informatividad

“Esta tesis doctoral estd sometida a procesos de proteccion o transferencia de

tecnologia o de conocimiento, por lo que esta seccion estd inhibida en la publicacion en
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los repositorios institucionales. Esta seccién contiene, ademds, los siguientes elementos
inhibidos:

Tabla 15: Porcentaje de informatividad arrojada por los tagSNP seleccionados por cada algoritmo en 300 cruces

aleatorios.

Autorizado por la Comisién General de Doctorado de la Universidad de Murcia con

fecha 24 de febrerode 2021"

4.2.5 Imputacidn

“Esta tesis doctoral estd sometida a procesos de proteccion o transferencia de
tecnologia o de conocimiento, por lo que esta seccion estd inhibida en la publicacion en
los repositorios institucionales. Esta seccidn contiene, ademds, los siguientes elementos

inhibidos:
Tabla 16: Precisién de imputacion para cada algoritmo en cada regién.

Tabla 17: Datos relativos al andlisis de la zona de 14 Mb.

Autorizado por la Comision General de Doctorado de la Universidad de Murcia con

fecha 24 de febrerode 2021"
4.3 Implementacion

“Esta tesis doctoral estd sometida a procesos de proteccion o transferencia de
tecnologia o de conocimiento, por lo que esta seccién estd inhibida en la publicacién en

los repositorios institucionales.

Autorizado por la Comisién General de Doctorado de la Universidad de Murcia con

fecha 24 de febrero de 2021"

4.3.1 Informatividad

“Esta tesis doctoral estd sometida a procesos de proteccion o transferencia de
tecnologia o de conocimiento, por lo que esta seccion estd inhibida en la publicacién en
los repositorios institucionales. Esta seccién contiene, ademds, los siguientes elementos

inhibidos:

Tabla 18: Tabla resumen de casos in vitro. Se indican con asterisco (*) las 5 parejas donde hubo el mayor porcentaje

de tagSNPs secuenciados en ambos individuos; se indica con dos asteriscos (**) los 5 casos con el menor porcentaje.



Autorizado por la Comisién General de Doctorado de la Universidad de Murcia con

fecha 24 de febrerode 2021"

4.3.2 Imputacidn

“Esta tesis doctoral estd sometida a procesos de proteccion o transferencia de
tecnologia o de conocimiento, por lo que esta seccidn estd inhibida en la publicacién en
los repositorios institucionales. . Esta seccion contiene, ademds, los siguientes elementos

inhibidos:

Tabla 19: Resumende la imputacion de tagSNPs en las muestras con mayory menor porcentaje de polimorfismos

secuenciados

Autorizado por la Comisién General de Doctorado de la Universidad de Murcia con

fecha 24 de febrerode 2021"

4.4 Discusion

4.4.1 Estrategia algoritmica de

Intuitivamente podriamos suponer que un analisis que permite la deteccidndirecta
de la alteracion causante de una enfermedad es la manera correcta de comprobar si dicha
alteracion esta presente en la descendencia; sin embargo, debido al llamado efecto de allele
drop-out, frecuente en DGP-M, el alelo alterado podria no amplificarse y, por tanto, no ser
detectado, dando como resultado la transferencia de un embrién portador. El analisis de
marcadores proximos al alelo causante permite descartar dichos embriones con mayor
seguridad al desestimar no solo aquellos que muestran la mutacién de forma directa, sino
aquellos que, aun no mostrandola, presentan el haplotipo identificado como asociado a
dicha alteracion en los progenitores. Por tanto, una ventaja del método es que puede ser
empleado para realizar un doble andlisis mediante la deteccién directa, cuando fuese
posible (siendo necesario tan solo conocer la posicién exacta de la mutacién) y una
deteccion indirecta (a través de los polimorfismos). Ademas, en aquellos casos donde la
deteccion directa no es viable, tales como grandes indels o variaciones del nimero de
repeticiones, el método puede ser igualmente empleado, permitiendo descartar igualmente

los haplotipos asociados al parental portador.

Clasicamente, en DGP-M el andlisis indirecto se realiza mediante el estudio de STRs

y secuenciacion capilar. En esta tesis se propone la utilizacion de la técnica de secuenciacion
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masiva y el uso de SNPs para tal proceso. Para ello, se ha desarrollado un algoritmo de
calculo de tagSNPs que permita realizar la seleccién de los polimorfismostiles en DGP-M

de entre todos los existentes en una regién concreta.

La densidad de polimorfismos es muy variable alo largo del genoma29, sin embargo,
se suele considerar un promedio de aparicion de un SNP cada 145 pares de bases294, de
manera que podriamos encontrar unos 27500 SNPs dentro de una regién de 4Mb como la
region bloque tomada por .De esta forma, aunque podria caber la posibilidad de
secuenciarlos todos, dado que la mayoria forma parte de haplobloques su secuenciacién es
del todo innecesaria, pues tan solo aporta informaciénredundante a la par que incrementa
notablemente el coste de la prueba29s. Por este motivo se emplean estrategias de busqueda
de tagSNPs que representen a los polimorfismos de un haplobloque. Si bien es cierto que la
utilizacion de tagSNPs es algo que viene realizdndose desde hace muchos afios, las
estrategias existentes no son Optimas para la aplicacion propuesta en la presente tesis
principalmente debido a dos motivos: (1) los SNPs seleccionados deben ser informativos
con una alta probabilidad para permitir la deteccién de fenémenos de recombinaciény el
reconocimiento de las lineas de herencia en una muestra trio; y (2) la region seleccionada
abarca tan solo unas 4Mb, lo que dificulta la identificacion de posibles tagSNPs debido a

correlaciones intrinsecas dificiles de cuantificar.

En cuanto a la region seleccionada, la region bloque se centra en unas pocas
megabases alrededor del gen que presenta la alteracion (2Mb a cada lado por defecto). Esta
region es suficientemente grande como para permitir detectar un nimero suficiente de
tagSNP, pero los bordes se encuentran lo suficientemente cercanos al gen como para que
las probabilidades de ocurrencia de fendmenos de recombinacién sean bajas, lo que facilita
el analisis posterior. En este tipo de estudios la recombinacién es un riesgo que puede
desembocar en un diagnostico erréneo. En cada embrién cabe la posibilidad de que se
identifiquen varios polimorfismosasociados al alelo silvestre, por ejemplo, pero que luego
el gen presente la alteraciéon porque justo en ese punto se haya producido un
sobrecruzamiento entre el alelo silvestre y el mutado; si bien es cierto que la frecuencia de
recombinacién es también un parametro relativamente variable a lo largo del genoma, en
general se considera que es de alrededor del 1,2% por cada megabase2%. Considerando el
bloque de 4MB la probabilidad de una doble recombinacién se reduciria al 0,01 %, lo cual
permite, junto al hecho de que se toman polimorfismosaambos lados del gen de interés, el

uso de esta estrategia en los andlisis de DGP-M.



La principal diferencia entre las hipdtesis de asociacién y las hipoétesis libres de
asociacion empleadas para dirigir la estrategia de seleccion de los polimorfismos que seran
tag, reside en que el segundo tipo de estrategia permite detectar no solo aquellos haplotipos
que en la poblacién general estdn relacionados con una enfermedad con mayor
probabilidad, sino disefiar un panel de tagSNPs que permita detectar cualquier posible
haplotipo, haya sufrido o no fenémenos de recombinaciéon con respecto al haplotipo
ancestral. Esto es debido a que en cada polimorfismo cada alelo es identificado como
heredado a partir de uno u otro progenitor, permitiendo reconstruir la linea de herenciay,
con ello, adaptar el proceso de seleccion de los embriones al caso concreto presentado por
la pareja que se someteal ciclo de IVF, razén porla cual el algoritmo presentado

sigue esta segunda corriente.

Calcular un conjunto minimo y éptimo de tagSNPs es un problema NP-complejoz2
es decir, no es posible calcular una solucién 6ptima para todo el genomaen tiempo y espacio
abarcable. Sin embargo, si es posible hacerlo para regiones mas pequeiias.
aprovecha esta ventaja y se centra en la identificacion de tagSNPs tutiles en la
caracterizacién de regiones de ascendencia comun es decir, haplotipos conservados y no
tanto en aquellos SNPs mas alejados que pudieran estar asociados por seleccion natural,
hibridacién o procesos aleatorios de herencia. Los SNPs de una regién de ascendencia
comunse encuentran suficientemente cercanos dentro del genoma como para impedir que
se produzcan fendmenos de recombinacién frecuentes entre ellos. Esto implica que es
posible definir una regién relativamente pequefia del genoma y emplear el algoritmo

para obtener tagSNPs utiles en la caracterizacion de la linea de descendenciay,

con ello, realizar el analisis DGP-M sobre los embriones.

La seleccion de tagSNPs ha sido ampliamente estudiada, dando como resultado
diversas metodologias que pueden encontrarse descritas en la bibliografia226227.297-299, Sin

embargo, todas ellas se basan en 3 estrategias principales para realizar dicha seleccidn:

1. Los métodos basados en el desequilibrio de ligamiento intentan identificar
un conjunto de regiones tales que los SNPs de cada ventana estén en alto
desequilibrio de ligamiento entre si223. Estas regiones ventana se
autodefinen con base en los valores que los polimorfismos muestran en
ciertos parametros que cada algoritmo considera, siendo estos parametros
variables entre los distintos algoritmos desarrollados. Lo interesante de esta

estrategia es, por tanto, que son los propios polimorfismos los que se
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“identifican” entre si, mostrando las correlaciones que existen entre ellos a
través del desequilibrio de ligamiento.

2. Losmétodos basados en bloques se basan en el hecho de que el 50% de los
fendmenos de recombinacién ocurren en menos del 10% del genoma232, lo
cual permite definir, siempre a priori, bloques haplotipicos donde la
probabilidad de recombinacién es casi inexistente. De esta manera los
tagSNPs se escogen de entre todos los polimorfismos pertenecientes al
bloque. La desventaja de este tipo de métodos reside en la multitud de
estrategias existentes para generar dichos bloques, de manera que un
mismo algoritmo podria producir diferentes conjuntos de tagSNPs. Lo
interesante de estas estrategias es que permiten acotar la busqueda de
tagSNPs a un nimero limitado de polimorfismos, definidos en este caso por
su proximidad en el genoma; de esta forma el problema se hace facilmente
computable en tiempo y recursos, alcanzando rapidamente una solucién
optima.

3. Las estrategias libres de bloques emplean estadisticos basados en vecindad
para seleccionar tagSNPs a lo largo de todo el espacio de polimorfismos
disponible, considerando como parametro de entrada el nimero de tagSNPs
que tendra el panel final237. Nuevamente, al igual que en las estrategias
basadas en LD, resulta interesante el hecho que de los polimorfismosno son
previamente divididos, pero en este caso entran en juego otros parametros
que definen la correlacién entre los mismos como los estadisticos de
vecindad en proximidad o lejania o la asignacion de pesos estadisticos con

base en el p-valor de la y2.

Mientras que los métodosbasados en esta tercera estrategia se basan en encontrar
un conjunto de tagSNPstal que el haplotipo de una muestra desconocida pueda ser predicho
con alta precisién30°, métodos basados en las dos primeras estrategias tienen como fin
encontrar un conjunto minimo y 6ptimo de tagSNPs para ser empleado en estudios de
asociacion?39. Por su parte, los métodos basados en LD identifican tagSNPs que pueden
identificar a otros polimorfismos que estan separados en la secuencia genémica, mientras
que los métodos de bloques se usan para escoger tagSNPs que representen polimorfismos
en una region continuaz23¢. Sin embargo, los SNPs seleccionados mediante métodos basados
en LD pueden fallarala hora de distinguir todos los posibles haplotipos existentes para una
region en la poblacidn, mientras que los seleccionados por estrategias de bloque pueden

distinguirlos todos.



Asi, empleando métodos basados en LD, como el desarrollado por Quin et al.301, el
SNPPicker3o2 o el propio SNPinfo235 evaluado en esta tesis, logramos identificar
polimorfismosen alto LD con otros situados en regiones lejanas del genoma, lo que resulta
ventajoso a la hora de identificar, en los embriones, el haplotipo parental portado; sin
embargo, debido a que se pretende aplicar en muestras concretas y no en poblaciones,
donde no tiene cabida una cierta tasa de error de estimaciéon debido a que podria
desembocar en la transferencia de un embrion enfermo, estos métodos no resultan fiables
en tanto que el panel disefiado podria fallar en la distincién del haplotipo concreto
presentado por el parental. Por su parte, en la practica, el empleo de un parametro de
divisidn fijo no resulta realmente practico ni deseable, pues a lo largo de la evolucién las
tasas de recombinacién y, con ello, el desequilibrio de ligamiento entre polimorfismos ha
ido variando a lo largo del genoma33 , cosa que demuestra el hecho de que el nimero de
polimorfismos que puede cubrir un tagSNPs es completamente diferente entre unos y otros.
Adema3s, enfoques basados en bloques como el presentado por Zhang et al.304 o el enfoque
de Schulze et al 305 consideran que dos SNPs tendran un nivel de correlacion suficiente como
para ser imputados uno a partir del otro y ser tagSNP si se producen en el mismo bloque de
haplotipos, es decir, si hay pocao nula evidencia de recombinaciéon dentro de dicho bloque.
Esto no es lo mismo que decir que un SNP puede ser usado para predecir otro si hay poca
evidencia de recombinacion entre ellos. Ademas, el hecho de predefinir las regiones con
base en criterios de division generales para todo el genoma y no con base en la alteracion
concreta presentada, puede provocar que polimorfismos en distintos bloques si estén
realmente correlacionados entre ellos, pero que por azar hayan caido dentro de bloques
distintos y por ello no se computen, lo que provocaria ciertaredundancia de informaciénen
el conjunto final. Finalmente, métodos libres de bloques como el de Halldérsson et al.300
resultan muy interesantes para abordar el problema presentado por el analisis DGP-M
debido a la capacidad predictiva de los tagSNPs seleccionados. Sin embargo la no divisién
de los polimorfismos en subconjuntos convierte el problema de la seleccién de tagSNPs en
un problema costoso computacionalmente con respecto a las otras dos estrategias, lo que

incrementa el tiempo necesario para la obtencion de resultados.

Por todas estas razones combina las tres estrategias en una sola,
permitiendo definir un bloque basado, no en una longitud de secuencia fija por defecto para
todo el genoma de forma que los bloques abarquen aquellos genes que “caigan” en su
interior, sino en la bibliografia existente sobre la alteracién para la que se desea emplear el
método, de forma que el bloque abarque la region de interés a partir de la posicién de dicha

alteracion. A su vez, dentro de dicho bloque, los polimorfismos son analizados en primera
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instancia como en un enfoque libre de bloques a partir de las correlaciones r2 261 existentes
entre los mismos, lo cual genera grupos con una evidente baja tasa de recombinacién dentro
de los cuales se analiza el desequilibrio deligamiento D’que permite seleccionarlos tagSNPs

que compondran el panel final.

Existen evidencias del éxito de la correlacion r? en estudios de asociacion de caso-
control, donde SNPs asociados directamente con haplotipos causantes de enfermedad son
reemplazados porla secuenciacion de tagSNPs, asociados de formaindirecta222. Esto resulta
interesante a la horade seleccionar polimorfismos que permitanidentificar posteriormente
cualquier haplotipo presente en la pareja en estudio. Por su parte, la medida D’ describe la
relacion genotipica existente entre dos polimorfismos. Un inconveniente de esta medida
reside en su sensibilidad a valores pequefios de frecuencia alélica, como ocurre en los casos
de polimorfismos raros. Asi, si suponemos dos SNPs bialélicos SNP-1 cuyos alelos
pertenecen al conjunto {a, b} y SNP-2, {c,d} y que la frecuencia alélica del alelo alternativo
b del SNP-1 es muy baja, este polimorfismo podria presentar un desequilibrio de ligamiento
completo conel SNP-2 si el alelo b se encontrase solamente presente cuando lo esta el alelo
c. Por su parte, la r2 no seria tan alta, pues que aparezca el alelo ¢ no implicaria
necesariamente que el alelo b estuviese presente, ya que a veces el alelo ¢ aparece con el
alelo a. solventa este inconveniente gracias a la preseleccidn que realiza el paso
con SPA para maximizarla solucion del problema de la informatividad antes de la seleccién
de los tagSNPs del SSA, de manera que polimorfismos con frecuencias muy bajas suelen

quedar excluidos de la Matriz M.

La ingente cantidad de polimorfismos presente en el genoma implica que, incluso en
un estudio con una muestra poblacional grande y suficiente, algunos de estos polimorfismos
podrian correlacionarse por casualidad a pesar de encontrarse bastante alejados.
Normalmente, las correlaciones ocurren entre polimorfismos que se encuentran
fisicamente cerca. Resulta logico creer que dos polimorfismos en dos cromosomas
diferentes no estén realmente correlacionados. Sin embargo por efecto del azar, podrian
presentar un desequilibrio de ligamiento significativo. Ademas, el hecho de que dos
polimorfismos presenten un desequilibrio de ligamiento D’ méximo no significa que uno de
ellos pueda ser empleado para predecir el otro con alta precisidn, pero una correlacion r2
maxima si supone una prediccidén exacta?23301,306-308, Por todos estos motivos
presenta una seleccién en dos pasos, empleando en primer lugar el andlisis de la correlacion
r2 para generar ventanas de SNPs que pueden predecirse unos a través de los valoresde los
otros y, en segundo lugar, a partir de su desequilibrio de ligamiento D’ determina aquellos

que actuaran mejor como tagSNPs.



La varianza de las tasas alélicas, es decir, la diferencia en los valores de dichas
frecuencias, es ingente para un gran nimero de polimorfismos. En muchos casos esto puede
deberse a que el tamafio muestral empleado en la estimacion de dichas frecuencias es muy
pequefio, pero incluso cuando el tamafio de muestra es suficiente, se han visto fluctuaciones
importantes entre grupos étnicos o, incluso, regiones de una misma zona geografica3.
Debido a esto, selecciona tagSNPs a partir de una poblacion muestral
representativa de la poblaciéon de interés, de forma que podamos esperar que las
correlaciones descubiertas se observen, de forma generalizada, en toda la poblacion de

interés y, conello, en la pareja en estudio.

Ademas, a pesar de que existen multitud de medidas y parametros que pueden ser
calculados para determinar si un SNP puede ser o no considerado ttil en la prediccion de
otros polimorfismos, el caso concreto de la seleccion de SNPs utiles en DGP requiere
considerar mas factores que la correlacion entre los SNPs de la regién estudiada, pues no
solo deben ser representativos del haplotipo presentado por los individuos sino
identificativo y diferencial entre ellos, para permitir establecer con exactitud qué
polimorfismos han sido heredados por los embriones. Asi, el MAF juega un papel esencial.
Para que un SNP sea informativo debe estar en heterocigosis en un miembro de la pareja y
en homocigosis en el otro. La probabilidad de que esto ocurraaumenta conel valor del MAF,
ya que a mayor frecuencia alélica, mayor nimero de individuos podran portarlo. Sin
embargo esto no es del todo cierto, pues el alelo podria presentarse siempre en
heterocigosis. Esta es la raz6n de no emplear el MAF como marcador del suceso de éxito
para el problema de la informatividad. Como comentamos anteriormente, el suceso exitoso
es aquel donde un padre sea homocigotoy el otro heterocigoto, es decir, donde uno de los
4 alelos sea distinto [pppql, [q9 qq ], [pp q Pl vy [q g p q]- Esto se cuantificaa través de la
ecuacion MaxP, que calcula la probabilidad de encontrar dicho suceso y se evalia para cada
polimorfismo en la poblaciéon. Posteriormente, la ecuaciéon HETrate permite cuantificar los
individuos heterocigotos en la poblacion, ya que debido a los fendmenosde ADO entre otras

cosas, estos individuos pueden estar subestimados (resultados no publicados).

Finalmente debemos destacar que no realiza distinciones entre regiones
codificantes y no codificantes, ya que se ha reportado que no existe significancia en la

densidad de SNPs233,

Asi, puede integrarse facilmente en los protocolosde andlisis DGP-Mya
que puede ser empleada a través de la linea de comandos para disefiar paneles de tagSNPs

optimizados para resolver el problema de la informatividad con la minimaredundancia de
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informacion, en una o varias poblaciones teniendo en cuenta el desequilibrio de ligamiento
y otros contrastes configurados por el usuario, para ser empleados en la reconstruccién de
los haplotipos progenitores a fin de seleccionar embriones potencialmente transferibles
libres de alteraciones monogénicas. Para ello hemos propuesto un método que separa
prediccion de polimorfismos informativos (a través de la maximizacion de la solucion el
problema informativo) de la selecciéon de tagSNPs (por medio de la cuantificacion de la

correlaciony el desequilibrio de ligamiento).

Encontrar un set de tagSNPs es siempre un reto debido a que la informacién
haplotipica no esta siempre disponible. Es por ello conveniente que los métodos como el

nuestro puedan ser empleados con datos tanto genotipicos como haplotipicos.

Por ultimo, se estima que de forma aleatoria son necesarios al menos 15 tagSNPs
para encontrar uno informativo310, lo que supone un 6%, aunque en la presente tesis se
obtuvo un valor que ronda el 3,5%. La bibliografia recoge que el Karyomapping presenta un
numero de tagSNPs informativos que asciende al 20%?218. Por su parte, OMNi presenté un
35% de informatividad sobre los cruces obtenidos a partir de 1000GenomesDB, mientras
que SNPinfo ascendi6 a 40,3%. logré tasas del 49,7%, proximas al maximo
teorico alcanzable segun el problema de la informatividad. Esto demuestra que
es capaz de obtener polimorfismos informativos que retienen una mayor cantidad de
informaciéon de laregion de estudio a la vez que minimizael nimero de tagSNPs necesarios

para cubrir dicha region.

4.4.2 Tiempode ejecucion

Enlateoria, el uso de una estrategia de buisqueda exhaustiva es la tinica que asegura
la obtencion de una solucién éptima, sin embargo, su aplicacion al problema de la seleccion
de tagSNPs en todo el genoma de forma directa se hace imposible actualmente debido al
costo computacional que supone analizar cada uno de los polimorfismos existentes. Dado
que, intuitivamente, podemos afirmar que el desequilibrio de ligamiento ocurre entre
polimorfismos que se encuentran préximos en el genoma (posiciones alejadas son
susceptibles de experimentar fendmenos de recombinacidn entre ellos), una solucién
practica consiste en la descomposicion del set de polimorfismosen “grupos” tales que SNPs
que se encuentren en diferentes grupos nunca presentaran un desequilibrio de ligamiento
significativo. Sin embargo, esto podria provocar pérdidas de informacion. El

establecimiento de los grupos en funcién de su posicion genética puede generar que SNPs



de distintos grupos si se encuentren en LD, ya que los parametros de recombinacion varian
a lo largo de todo el genoma en funcién de la region y los genes que ésta albergue. Por ello,
hemos decidido acotar la regién a analizar en funcién del gen de interés que se desee
estudiar, como si de un enfoque en bloques se tratase. Formamostan solo un dnico bloque,
tratado internamente como enun enfoque libre de bloques, pues dentro no se clasifican sus
SNPs en funciénde la posicién genémica, sino del grado de correlaciéon que presenten. Esta
combinacién de doble estrategia permite disminuir notablemente el rango de datos a
analizar, haciendo que el tiempo de computaciéon empleado por la estrategia de busqueda

exhaustiva sea perfectamente abarcable.

Por otro lado, la mayoriade los algoritmos precisan de mucho tiempo para realizar
la seleccidn de tagSNPs debido a que precisan analizar cada polimorfismo del grupo uno por
uno. En cambio, la preseleccién que realiza para descartar aquellos SNPs no
informativos, acelera considerablemente el proceso. Ademds, el hecho de que los
polimorfismos sean ordenados segun el rango funcional (capacidad de representar a otros
polimorfismos del grupo) permite reducir la complejidad computacional del proceso de
seleccion de los tagSNPs, ya que los primeros polimorfismos siempre seran mejores
candidatos que los siguientes. Hay que destacar que el tiempo computacional del SSA se
incrementara a medida que lo haga la cantidad de datos a procesar, siendo este el paso mas
costoso computacionalmente. Por este motivo es esencial la divisién en dos pasos con

preselecciéon de candidatos.

También se estableci6 el uso de una estrategia basada en métodos de LD para
calcular el nivel de correlacién entre SNPs. En la fase SS4, calculalos valores de
los parametrosr2 y D’para cada par de SNPsa travésdel uso de una modificacién que hemos
realizado con base en el paquete genetics262 de R263; estas modificaciones del codigo del
paquete no solo permiten el calculo de los estadisticos de interés, sino acelerar el proceso

de obtenciénde los mismos.

Todo esto supone un gran avance, pues el reducido tiempo necesario para el disefio
del panel final de tagSNPs permite reducir el tiempo de espera desde la obtencion de la
biopsia hasta el embarazo, lo que disminuye las tasas de estrés de las pacientes, un

parametro fundamental en el éxito de una transferencia in vitro311312,

Asi, se observo que gracias ala reduccion del 98,8% realizada por SSA el algoritmo
SPA tardd una media de 26minutos y 50 segundos en seleccionar los tagSNPs. Ademas, de

aqui se deduce que SSA es capaz de reducir el set inicial de polimorfismos a ese,
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aproximadamente, 0,1% de polimorfismos que genera la diversidad. Finalmente podemos

concluirque 27 minutos es un tiempo razonable para un proceso de seleccion de tagSNP.

443 D’,r2, HETrate y MaxP

La correlacion r2 mide la variacion explicada por la regresion del modelo, es decir,
la fraccién por la cual la varianza de los errores es menor que la varianza de la variable
dependiente. Esto indica que no se esta midiendo la capacidad predictiva del modelo, sino
la relacién de cada uno de los datos con el modelo. Es por esta razén que la medida de
correlacionr? es empleada para predecir cuales seran los polimorfismos que actuaran como
mejores tagSNPs, pero no para indicar la capacidad de prediccion de los tagSNPs escogidos

en el panel final.

Por su parte, el estadistico D’ mide el desequilibrio de ligamiento entre dos
polimorfismos, o lo que es lo mismo, las veces que uno aparece con respecto al otro, hecho
que hemos discutido el apartado 4.4.1 Estrategia algoritmica de del bloque IV

Resultados y discusidn.

El valorminimo de r2 y D’recomendado para asegurar una correlacidn significativa
es 0,75264, Sin embargo, el valor umbral de ambos estadisticos depende del objetivo a
cumplir. Cuando la pretensiéon se centra, como en este caso, en la prediccion de una
respuesta con precision a partir de los datos disponibles, debemos pues tratar de
seleccionar un set de datos inicial tal que la mayor parte de la informacién quede contenida
en dicho set. Este set de datos serdn los tagSNPs y la poblacion a inferir estara compuesta
por el resto de polimorfismos. Basandonos en todos estos argumentos, y sabiendo que la
bibliografia considera que a partir de 0,8 se puede considerar la existencia de una
correlacion muy fuerte, se decidi6 establecer el valor umbral de r2 en 0,9, de forma que el
90% de la varianza de los polimorfismos a los que cubre un tagSNP queda explicada por
dicho tagSNP. A su vez, se establecié 0,85 como umbral de D’, de forma que los tagSNPs
presentasen un desequilibrio de ligamiento del 85% con los polimorfismos que cubren.
Estos altos valores aseguran que los tagSNPs sean realmente restrictivos de manera que un
SNP serd considerado tagSNP unica y exclusivamente si proporciona casi la misma

informacién que otro polimorfismo sobre el que ha sido considerado tagSNP.

La razén de emplear valores mas restrictivos para r2 que para D’ se fundamenta en

dos premisas. Por un lado, la correlacion r2 es empleada en primer lugar para generar los



grupos de polimorfismos sobre los que se seleccionaran los tagSNPs. En este paso resulta
interesante que los SNPs de cada grupo estén muy correlacionados, de manera que sean lo
mas similares. Esto facilita que, en la segunda parte del algoritmo SPA, los tagSNPs puedan
ser escogidos con un valor un poco mas laxo del pardmetro D’. Debemos sefialar también
que, a pesar de que los datos no han sido incluidos en la presente tesis, pruebas realizadas
con parametros mas altos seleccionaron nimeros de tagSNPs superiores, lo que no resultd
tan interesante debido a la redundancia de informacién y al costo de secuenciacion,
mientras que valores menores de estos parametros disminuian el nimero de tagSNPs del
panel final, lo que provocaba que, debido al alto porcentaje de polimorfismos que no llegan
a ser secuenciados, no se obtuviesen suficientes posiciones informativas para realizar el

analisis DGP-M.

Por su parte, el estudio realizado para la determinaciéon de los valores umbrales de
MaxP y HETrate, permiti6 establecer 0,01 y 0,22 como los valores éptimos para dichos
parametros en la poblacion europea de 1000GenomesDB. Ademads, aunque no se publica en
esta tesis, a partir de pruebas realizadas en nuestro laboratorio y aplicaciones disefiadas
para clientes de la empresa, se ha comprobado que dichos valores pueden ser extrapolados

a otras poblaciones obteniendo resultados igualmente exitosos.

4.4.4 PanelesdeSNPs

Losvalores de los SNPs para cada individuo fueron obtenidos a partir de la base de
datos 1000Genomes DB. En dicha base de datos encontramos registrados 404 individuos
pertenecientes a la poblacion Europea. Estos individuos fueron separados en poblacién
referencia y poblacion muestral. Los tagSNPs fueron calculados a partir de la poblaciéon
referencia. La poblacién referencia fue empleada para la imputacién de los valores de los
polimorfismos a partir de los tagSNPs seleccionados. Esto es debido a que no debe
emplearse como poblacion test la misma poblacién sobre la que se calcula un modelo, ya
que los datos seran efectivamente buenos al emplear dicho modelo para inferir el resto de

parametros.

El intensivo estudio in silico realizado sobre los genes VHL, CFTR, ATXN2 y PKD1,
mostro que emplea menor ndmero tagSNP que las estrategias empleadas por

SNPinfoy el array OMNI2.5 para maximizarla informatividad y precisién de imputacion.

disefio 1 SNP cada 30,5Kb para el caso donde el panel final fue de menor

tamafo; segun esto, los paneles disenados por pueden ser empleados en la
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deteccion de fendmenos de pérdida de heterocigosis, puesto que se ha establecido que la

distancia minimaentre SNPs para poder analizar dicho fendmeno es de 1Mb313 .

Adema3s, el algoritmo proporciona dos posibilidades adicionales que permiten
reducir el nimero de tagSNPs seleccionados, pero que pueden generar pérdidas de
informacién debidas a que ciertos SNPs de bloque regién podrian quedar sin cubrir por
ninguno de los tagSNP incluidos en el panel final. La primera consiste en declarar que todo
tagSNP debe estar en LD con al menos un nimero X de SNPs especificado por el usuario.
Esta opcion puede ser de utilidad para eliminar singleton tagSNPs. La segunda opcién
consiste en la especificacién del nimero maximo de tagSNPs de los que puede constar el
panel; debido a que los SNPs son escogidos de acuerdo a su rango funcional, tagSNPs en alto
LD con un gran nimero de SNPs se seleccionan en primer lugar, mientras que los singleton
tagSNPs son escogidos en ultimo lugar. Afiadiendo esta restriccidn, el algoritmo se
detendria tras haber escogido X nimero de SNPs, en orden decreciente de rango funcional,
y dejaria de anadir tagSNPs al panel final conindependencia de silos tagSNPs seleccionados

son suficientes o no para cubrir todo el bloque region de interés.

Como yahemos comentado, conuna estrategia adecuada el usuario puede modificar
los valores umbrales de MaxP, HETrate, r2 y D’ para ampliar el nimero de tagSNPs
escogidos. Sin embargo, cabe destacar en este punto que el nimero de polimorfismos a
analizar para seleccionar los embriones potencialmente transferibles durante el analisis
DGP-M se puede aumentar tras el disefio con AmpliSeq. Aunque inicialmente solo queramos
secuenciar un polimorfismo es posible que dentro del amplicdndisefiado (que puede tener
entre 100 y 400pb) se encuentren mas polimorfismos conun valor de MAF superior al 1%.
Hemos denominado estos polimorfismos como cstSNPs (por sus siglas en inglés, common
and secondary tagSNPs).Estaaccion resulta en un incremento del nimero total de SNPs del
panel a coste cero, ya que todo locus dentro del amplicén disefiado para secuenciar el
tagSNP es efectivamente secuenciado y, por tanto, su informacién esta disponible. Este
hecho resulta muy util, ya que el modelo obtiene los tagSNPs a partir de datos de grandes
poblaciones, sin embargo, estos datos luego pueden no cumplirse totalmente en la pareja
concreta sobre la que se aplicar el analisis. De esta manera, el SNP informativo podria no

ser el tagSNP escogido sino el polimorfismo asociado a dicho tagSNP.



4.4.5 Informatividady precisidonde imputacion

La informatividad obtenida por el panel de tagSNPs seleccionados empleando el
algoritmo MiNtagSNP fue siempre superior a la informatividad mostrada por el resto de los
métodos de seleccion. Ademas esta informatividad en promedio fue del 49,7% (con una
desviacion del 0,1%), muy cercana al 50% maximo tedrico posible, segiin lo explicado en la
seccion 2.2.2 Problema de la informatividad del bloque 0 Introduccién. Por su parte, el resto
de métodos analizados mantuvieron unas cifras de polimorfismos informativos muy por
debajo de dicho maximo. Estas cifras se mantuvieron en la validacién in vitro realizada
sobre los casos recogidos en nuestro laboratorio. Esto demuestra que MiNtagSNP es capaz
de maximizarla informatividad recogida por el panel de SNPs seleccionado con respecto a

los métodos del estado del arte aqui presentados.

La precisién de imputacion obtenida a partir de la simulacién in silico fue similar
para todos los métodos, a pesar de que los graficos de correlacién r2 y D’ entre los
polimorfismos de cada panel mostraron mayor independencia entre los polimorfismos
escogidos con algoritmosde seleccion de tagSNPs que los escogidos por seleccidon aleatoria.
Ademas, se observé que, a pesar de que dichos graficos mostraron una muy baja LD entre
los polimorfismos seleccionados por MiNtagSNP, ain fue posible imputar mas del 61% de
los tagSNPs que no habian sido secuenciados correctamente a partir de los tagSNPs del
panel que silo habian sido. Todo esto sugiere que la region sobre la que se estan realizando
los calculos es en si muy pequefia, de manera que los polimorfismos permanecen
correlacionados debido a su cercania en el genoma. Esto queda corroborado por la
imputacidn in silico realizada sobre una regién de 14Mb, donde los datos obtenidos fueron
similares tanto para la informatividad como para la precisién de imputacién. Sin embargo,
a pesar de dicha correlacion subyacente, MiNtagSNP es capaz de seleccionar como tagSNPs
los polimorfismos con mayor probabilidad de ser informativosy, por tanto, mayor utilidad

en el estudio DGP-M.

A modo de resumen, podemos afirmar que MiNtagSNP es un algoritmo
especificamente disefiado para seleccionar un conjunto minimo de tagSNPs utiles para

los analisis de DGP-M por técnicas de NGS.
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La aplicacion de los tagSNPs seleccionados con MiNtagSNP permite incluir la

deteccion directa de la alteracién sin necesidad de realizar pruebas accesorias.

MiNtagSNP necesita seleccionar un menor nimero de tagSNPs que las técnicas

del estado del arte y, ademas, estos son mas informativos.

A pesar de calcular tagSNPs en regiones pequefias, MiNtagSNP es capaz de
seleccionar tagSNPs que son, en promedio, mas independientes que los polimorfismos

seleccionados por el estado del arte.




Capitulo5: Comparacion entre el PGT-M basado en STRs y SNPs.
5.1 Informatividad por STRs

La Tabla 20 muestra el tamafio de los fragmentos obtenidos en la PCR. Elndmero de
repeticiones a los que corresponde cada fragmento (el alelo) se ha indicado para cada

individuo en los 3 arboles genealdgicos que se incluyen a continuacion.

KG8 SM7 CW2 D24 D21 D99
Madre 119 145 152 220232 153|167 184
Padre 119 137|145 150 234 154/171 185
E1 230 167
E2 220 153
E3 232 167
E4 234 167
E5 232 154
E7 230 153|167
E9 232 153
E10 218|234 151|169
E11 232 165
E12 234 153|167
E13 - 167
E14 2201234 169
Madre ~ 115[119 145|149 151 226|232 153|171 173|177
Padre 119 145 144|151 226|234 165 175
Abp‘;etla 119 145|154 144|151 234 167 175
Al},‘;‘ilo 119 145 151 226|234 153|165 175

Pareja E2 151 -

2 E4 144|151 226|234
E6 - 226|232
E7 151 -

ES 144|151 226|234
E10 151 226
E12 151 226
E14 144|151 226|232
Madre 121|128 143 138|152 233239 153]169 173
Padre 119 145 133|152 233 164 175
Tia Pat1 119 145 149|152 228 153|167 182
Tia Pat2 119 145 149|152 228 153|167 176
Ali,‘;etlo 118 145 152 2299 153|167 182

Pareja Herl;gs‘no 118 142|145 133|152 225232 153169 172

- E1l 149
E2 138|155
E3 133
E4 137
E5 137
E6 137
ES 133

Tabla 20: Tamario de los fragmentos secuenciados para cada STR.
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De formageneral, en la Figura 42, la Figura 43 y la Figura 44 se ha indicado un guién
alto (-) cuando no hubo sefial para uno de los alelos. Los casos donde se detect6 un alelo
extrafio no identificado en los parentales se indican con la fuente en rojo. Los alelos
presentados en homocigosis en un parental pero cuya herencia a partir de uno u otro
cromosomano es determinable a ciencia cierta se presentan con la fuente negra y sin color
de fondo. Los alelos localizados en el cromosoma asociado a la patologia se han

representado en todas las figuras con el fondo en color rojo.

Enla pareja 1, representada en la Figura 42, se encontraron dos STRs informativos,
el STR D24 y el D21, ambos localizados aguas arriba del gen PKD1 y separados por 1,5Mb;
el STR D24 esta localizado a 0,5 Mb del principio del gen. Esta pareja no presentaba ningiin
familiar afecto por lo que se decidié secuenciar cada embridn por la técnica de Sanger.
Posteriormente, uno de los embriones con la alteracién fue tomado como referencia y a
partir de él se realiz6 el fasado de toda la familia. Este embrion fue el E2, rodeado por un
marco de colorrojo en la figura. Como podemos observar, todos los embriones presentaron

fallos de amplificacion para alguno de los alelos paternos en alguno de los STRs analizados:

e Losembriones E1y E4 presentaron fallos de amplificacion del alelo materno para el
STR D24y el E13 para el paterno también, pero todos presentaron el alelo sano para
D21.Basandonos en esto podemos suponer que los tres han heredado el cromosoma
materno no portador y por lo tanto seran embriones sanos, pero no podemos
asegurar que esto sea cierto al 100% debido ala posibilidad de que se produzca un
sobrecruzamiento entre dicho STRy el gen PKD1.

e Elembrién E3 present6 fallo de amplificacién de los alelos paternos de ambos STRs,
pero se detectaron los alelos maternos del cromosoma materno no portador, por lo
que podemosllegar a la misma conclusion que con los embriones E1, E4y E13.

e Los embriones E5 y E9 presentaron el alelo materno asociado al cromosoma
portador en D21, pero el alelo materno asociado al cromosomasano en D24, lo que
sugiere que entre estos dos STRs se produjo un sobrecruzamiento, pero habria que
realizar prueba extra para confirmar el diagndstico. Con base en estos resultados
podriamos suponer que se trata de embriones sanos, ya que el STR mas cercano al
gen presenté el alelo sano y a que la probabilidad de observar un doble
sobrecruzamiento en un regién tan pequefia es muy baja.

e Losembriones E7y E12 presentaron problemas de amplificacion del STR D24, pero
el STR D21 mostré el alelo materno asociado al cromosomano portador, por lo que

podriamos suponer que ambos embriones son no portadores de la alteracidn, pero



nuevamente podria haberse producido un fallo de amplificacion entre dicho STR y
el inicio del gen que no habria sido detectado.

El embrién E10 present6 alelos desconocidos, probablemente debidos a fallos de la
polimerasa. Razonando lo sucedido en este embrion, parece que se haya producido
la terminacién prematura del proceso de amplificacidon, de manera que al sumar una
repeticion mas obtendriamos el alelo 17 en D24 y 27 en D21 asociados al
cromosoma portador materno, por lo que podriamos considerar que dicho embrién
es portador de la alteracidn causante de enfermedad en el gen PKD1, sin embargo
deberia repetirse la prueba para confirmar el resultado.

Elembrion E11 present6 el alelo sano en D24, por lo que podriamos presuponer que
serd sano no portador.

Elembrién E14 present6 un fallo de amplificacién para D21, pero en D24 se detect6
el alelo asociado al cromosoma patolégico, por lo que cabria esperar que porte

también la alteracion de PKD1.

Ol:l Mujer / Varon

O‘:l Portador
KG8 5 5

SM7 20 14 20

CW2 29 28

D24 17 23 24

D21 27 34 27 36

D39 17 18

1 2 3 4 5 7
D24 22 17 23 - 24 | 23 22
D21 34 - 27 34 34 - 27 34 27

9 10 11 12 13 14
D24 | 23 16 23 - 24 . 17 24
D21 27 26 33 34 27 34 35

Figura 42: Arbol genealdgico correspondiente al empleo de STRs sobre la pareja 1.
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En la pareja 2, representada en la Figura 43, la madre del padre (abuela) era
portadora de la mismaalteracién que su hijo. El fondo rojo identificalos alelos asociados al
cromosoma causante de dicha alteracion mientras que el fondo azul indica los alelos
asociados al cromosomaheredado del padre sano. Tan solo 2 STRs resultaron informativos
en la pareja principal, D24 y CW2, situado unas 270kb aguas arriba del gen PKD1. Se

obtuvieron los siguientes resultados:

e Los embriones E2 y E7 presentaron fallos de amplificacién del STR D24, mientras
que mostraron el alelo asociado al cromosomano portador en CW2, por lo que
podemos suponer que son embriones sanos, aunque podria haber habido un
sobrecruzamiento entre el STRy el gen.

e Losembriones E4y E8 presentaron los alelos asociados al cromosoma afecto, porlo
que podemos considerarlos afectos con casi total seguridad, ya que la probabilidad
de una doble recombinacidn es casi inexistente en una distancia tan pequeiia.

o Elembrion E6 present6 fallo de amplificaciondel STR CW2, pero en D24 mostro el
alelo asociado al cromosoma no portador porlo que podemos suponer que sera sano

aunque nuevamente podria haber sufrido un sobrecruzamiento no detectado.

Ol:l Mujer / Varén
KG8 5 5
sSM7 20 24 20 OD Portador

cw2 25 28 28
D24 24 20 24
D21 34 27 33 o
— - - 2 4 6 7
w2 28 28 25 28
D24 20 g (23 20
KG8 3 5 5
sMm7 20 22 20 8 10 12 14
cw2 28 B 25 cw2 | 28 25 28 28 28 25
D24 20 23 |22 20 oo % 7 B ‘ 20 23 20
D21 27 36 33
D99 12 14 13 |

Figura 43: Arbol genealdgico correspondiente al empleo de STRs sobre la pareja 2.

e Los embriones E10 y E12 presentaron los alelos asociados al cromosoma paterno

no portador.



KGe
sSM7
cwa
D24
D21
DssS

Elembrion E14 mostro el alelo asociado al cromosoma portador en el STR D24 pero
el alelo asociado al cromosoma no portador en CW2, lo que indica que hubo un
sobrecruzamiento. Debido aesto no es posible determinar si este embrion sera sano
o enfermo, pues dependera de la posiciéon donde dicha recombinacion se produjese,
de forma que serd sano si se produjo entre el gen y el STR CW2, pero sera enfermo

si se produjo entre el D24 y el gen.

KG8

@

4

5

sM7 20 20 20
cwz 29 27 29 27 29 OI:' Mujer / Varén
D24 2 21 21 OI:' Portador
D21 27 34 27 34 27 34
D99 16 16 13
1
O 1 2 3 4
6 ? 5 4 w2 27 | 2 30 | 19 21
19 20 18 20
22 29 19 29 19 29 5 6 8
u 27 24 20 23
w2 21 | 21 | 19
7 3 32 27 35
12 13 11

Figura 44: Arbol genealégico correspondiente al empleo de STRs sobre la pareja 3.

Gracias a la gran cantidad de familiares disponibles fue posible determinar el

cromosoma portador del alelo patolégico en la familia 3, representada en la Figura 44. El

unico STR informativo encontrado fue CW2. Se obtuvieron los siguientes resultados:

Los embriones E1, E4, E5 y E6 presentaron alelos extrafios. El embrion E1 podria
ser un fallo en la amplificacién del alelo 29, que procederia bien del padre, en cuyo
caso seria un embrion enfermo, o de la madre con un ADO en el alelo paterno, por
tanto no es posible identificar su estado. Los embriones E4,E5y E6 son igualmente
imposibles de determinar.

El embrién E2 presenté un alelo raro que podria proceder de la amplificacion
errénea del alelo paterno relacionado con el cromosoma portador de patologia,

aunque no se pudo asegurar.

1197



198| RESULTADOS Y DISCUSION

Los embriones E3 y E8 presentaron el alelo relacionado con el cromosoma paterno

Sano.

5.2 Informatividad por

A continuacion se adjuntan los arboles genealdgicos para cada pareja analizada

(Figura 45, Figura 46 y Figura 47) y el resultado del fasado. De forma general en las tablas

que acompafan a cada caso (Tabla 21, Tabla22 y Tabla 23) se ha coloreado el fondo de cada

polimorfismo de acuerdo al cromosoma paterno de procedencia cuando no hubo duda

alguna. La posicion de laalteracion se ha coloreado con un fondo gris. Los casos compatibles

conun efecto ADO se muestran con el fondo sin coloreary lafuente en color rojo. Los tagSNP

que fueron key pueden identificarse facilmente observando cada tabla.

Enlapareja 1 (Figura 45) pudieron secuenciarse correctamente 169 tagSNPs de los

cuales 75 resultaron informativos (44,4%). Los alelos cosegregantes con cada cromosoma

pueden consultarse en la Tabla 21. Se obtuvieron los siguientes resultados:

El embrion E2 mostré la alteracion de forma directa, lo que permiti6é fasar sus
cromosomasy emplearlo como referencia para fasar los alelos de los cromosomas
maternosy del resto de embriones.

En los embriones E1, E5, E7, E11 y E13 no fue posible secuenciar los alelos de la
posicidn correspondiente a la alteracion, pero fueron determinados nuevamente
como embriones sanos portadores al mostrar los alelos que cosegregan en el
cromosoma materno no portador. Enel embrién E5 se observ una posicién que fue
interpretada como ADO y que puede ser compatible con un fenémeno de
sobrecruzamiento, siendo esa laultima posicion antes del punto de recombincacién.
Este resultado es compatible por tanto con el fendmeno de recombinacién
observado en el apartado anterior al emplear la técnica de STRs.

Elanalisis directo de los embriones E3 y E4 no mostro que dichos embriones fuesen
portadores, lo cual confirmael resultado del analisis indirecto, yaque mostraron los
alelos cosegregantes con el cromosomano portador.

El embrion E10 mostrd la alteracion de forma directa asi como los polimorfismos
asociados al cromosoma materno portador; ademads, se observd una posicion
compatible con fenémeno de recombinacién aguas arriba del gen que confirmariael
resultado de la técnica de STRs.

La secuenciacion directa de la alteracidn en los embriones E9, E12 y E14 tampoco

fue satisfactoria. El andlisis indirecto de los polimorfismos mostro la existencia de



fenbmenos de recombinacién aguas arriba de la posicién de la alteracién dentro del

gen PKD1,lo que los convierte en embriones portadores de la alteracion.
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Figura 45: Arbol genealégico correspondiente al empleo de tagSNPs sobre la pareja 1.
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TCTC cft c T T c[t cfc c|T c
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GI.GNCNC G |G G [NCNC|A CNCG CNCGGNCNC\ICNCGG
T(A A[A A A |A AAAA TTAAATAAATA
clc clc c cfc clc clc c|c CCNCCC clc c|NcNC
G|G G||G G GG G|G G|G GG CNCCNCGGGGGGGG
cllc Gg|c c GCCCG\JCNCCNC G G|lc c G [NCNC|G G
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TIT T T
A G G A
G|G G G
c|c C C

EG G GINCNC[A G |[G G| G G [NCNC \ICNCI\ICNC\ICNC
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c|Cc C C NCNC|C C |C C NC NC T INC NC
TIT T TIT T|T TIT T T T TIT T
TIT T TIT T|T TIT T T TIT T
TIT T TIT T|T TIT T T T TIT T
cj|c C cjJfc C|c Cc|cC C CcC C c|C C
AfA A AlJA A[A A[A A A A All[A A
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cj|c C cjJc Cc|c Ccj|c C CcC C c|C C

Tabla 21: Alelos cosegregantes con cada cromosoma de la parejal.

Para la pareja 2 no se realiz6 andlisis directo de la mutacién pues los cromosomas

fueron fasados a partir de los familiares disponibles. Para la pareja de abuelos se

secuenciaron con éxito 130 polimorfismos de los cuales 70 tagSNP (53,4%) fueron

informativos. Para la pareja principal se pudieron secuenciar 158 polimorfismos de los

cuales 70 (44,3%) fueron informativos. Los polimorfismos ara cada cromosoma quedan

reflejados en la Tabla 22. Se obtuvieron los siguientes resultados:

Los embriones E2 y E7 presentaron polimorfismos compatibles con fendmenos de

recombinacion, sin embargo ambos pueden ser determinados como sanos no

portadores debido a que el sobrecruzamiento con el cromosoma paterno portador

tuvo lugar aguas arriba del gen PKD1.
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e Elembrién E14, presentd polimorfismos compatibles con una recombinacién aguas
arriba del gen, convirtiéndolo en portador de la alteracion.

e Losembriones E4y E8 mostraronlos polimorfismos segregantes con el cromosoma
portador, por lo que pueden considerarse portadores de la alteracion.

e Los embriones E6, E10 y E11 sin embargo mostraron los polimorfismos asociados
al cromosomasano no portador, aunque se observé una posicion extrafia en medio
de la secuencia del embrion E6 que no concuerda con el resto del cromosoma. Esta
posicidn podria ser resultado de una mutacién espontidnea o bien un fallo de la

secuenciacion.

Ol:l Mujer / Varén @‘2 Portador E+ Alteracion

Figura 46: Arbol genealdgico correspondiente al empleo de tagSNPs sobre la pareja 2.
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Tabla 22: Alelos cosegregantes con cada cromosoma de la parejaZ.



Los alelos de la pareja 3 fueron fasados a partir de los familiares disponibles. La
Tabla 23 muestra los alelos segregantes con cada cromosoma. Los resultados obtenidos

fueron los siguientes:

e Los embriones E2, E3, E4, E6 y E8 presentaron los alelos asociados al cromosoma
paterno no portador. El embrién E8 mostré resultados compatibles con un
fenbmeno de recombinacién de los cromosomas materno.

e El embrion E5 mostré resultados compatibles con una recombinaciéon de los
cromosomas paternos, pero aguas arriba de la posicion de la alteracién por lo que
no es portador de la misma.

e Elembrion E1 mostroé los alelos que cosegregan conel cromosoma portador, por lo
que puede considerarse afecto por la patologia. La Tabla 23 muestra el patrén de

alelos segregantes.
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Figura 47: Arbol genealdgico correspondiente al empleo de tagSNPs sobre la pareja 3.

CNCNNCNCC clcicjNncnclc
G|l G GGGGGGGGG
CCNCN C [NeNe C C
cccc clc c
GGAG G G

ccC
G G
T

C A
G

> 0 4 > O
> 0 4 o 0
® 0O 0O @ O

C
A G

Continda en la pagina siguiente

1207



208| RESULTADOS Y DISCUSION

A
G
T
T C
NCNC
T
C
A
A
G
G
G A
G
G
G
A
G
C
C
C
T
T
C
A
T
A
T
C
A G
G A
CT

ol
=4 O

NCNC

_|

cCcC
A A
T C

O -+

@]

_‘

O >» 00 44 4 4 >» @ 606 06 0o 40044 >» 060 » @>» >» 2P O O6O0>>» OO0 40

o » 04 04 0 4 >» 0 O 4 >» 4 >» 04400060 2>» 0 606606 > 062> G O042>» 04060 >

> >» >» >» O > O©

>

o o o oS - > © 0 >

>0 0O 4 4 4 4 >» @G 6 06 0o 4 60 60 44 >» 060 » @ >» >» @@ > @G >» 0 > A0 4 6

@ O 6 06 44 0 0 44 >» O 60 >»

>0 0O 4 0 0 0 60 >» 060606 00640044 >» 060 >» >» >» » » > 2» 6042>» 444060 >

o » 00 44 4 4 >» 06 606 06 0 6 400440006 » >» » » » 2> @2 060> 040600
> 0O O 4

C T

Contintia en la pagina siguiente

NCNC
A A
II(;
NCNC
NCNC
GG
NCNC
NCNC
NCNC
NCNC

NCNC
C T
NCNC
NCNC

A G G
NCNCPT T
NCNC C
NCNC| T ' T
II/\ A
NCNC| G [G
NCNC| A ‘A
NCNC|NC NG
NCNC|NC NG
NCNC|NC NG
NCNC|NC NG
A A|INCNC
/\IIMIIG
A AlA A
NCNC|NC NG
NCNC|NC NG
NCNC|A A
NCNCG| T T
T TIT
c c.c
C c.c
T TIT
NCNC| G G
NCNC|C C
NCNC| G [G
c cfcc
G G|G G
A GIIIG
NCNC|NC NG
c Tfc T
C clT
NCNC|Cc T
NCN T
NCN C
cCcC C
A A A
c T

NCNC
NCNC

NCNC
A
NCNC
G G
NCNC
G G
NCNC
NCNC
NCNG
A A

G| G
NC NC
NCNGC
NC NG
NC NG
A A
A A

II(;
A A
NCNG
NCNG
A A

NCNC

NCNC
C

G G
NCNC
NCNC
NCNC
NCNC
NCNC

II(;
A A
NC NG
cC cC

NCNC

® O 6 O 6 4 0 0 4 4

OOOO.G)OG)OG)AOO—!

- > O 0O O 4 0 4 060 6 0, O o 4 6 O

® O O 6 O 6o 4 0 0 4 4

4
(@)
2
(@)

P
o
4 0 0 4 2 4 o -

NCNC
NCNC
NCNC
NCNC
NCNC
A A
A A
A A
NCNC
NCNC
NCNC
NCNC
T T
ciC
NCNC
T T
G G
ccC
NCNC

O o0 o > o O
o o >

NCNC
NCNC
NCNC
c C
A A
cC




(@)
(@]

O 6 6 0 o H

pd
(@)
P4
(@)

>

O 6 4 >» 0 4 0 606 0 0 6 4 » 00 6 4 4 4 > 0

- ® O >» >» 6 4 0 0 O 606 6 O 4 >» >» O O 4

® & 0O >» 60 0 0 06 >» 4 606 0 4 6

4 > O 4 4+
® O

> O 4 -+

A
A
NC NC
NCNC

T

G
NCNC
NCNC

@]

- 4 06 4 o O >» > O

NC NG
G

G
T

4 O > 4 4+

NC NC
A A

NC NCINCNC|

c|C
NCNC
NCNC

A A
II(; A
NCNC|NCNG
NCNC

NCNC
NCNC
A A

A

NCNC
T[C
T T
NCNC
A A
II(;
NC NC[NCNC
NC NC|NCNC

-
T T
NC NG
NCNGC

A A
II(;

NCNC
NCNC
NCNC
NCNC

T

G
T T
NCNC
NCNC
NCNC

NCNC
G G
T T
NCNC T
G G G
NCNC|INCNG

NCNC

T T
B-E-
NC NC|NCNC
NC NC|NCNC
NC NG
G B
TIT
Il'r T
G G G

NCNCINCNC

NCNC
NCNC
TIT

II(; A

NCNC G
NCNCf|C G
NCNC A
NCNC|INCNG
NCNC| G G
NCNC|NCN(C

@ 0O 0 6 6 o o 4>» 46060 460 >» 44 2» 06060 >» >» 044606 42» 60446 >» 000
0O ® >» 06 O » 666 >» 4 64 4 606 & 0 4 6 4 0 0 >» >» 06> 0 0 4 >» 0 O 4 6 >» O O 4

®

G

>

Contintia en la pagina siguiente

G G
C C
NCNC G

G A
G G
C G|C G
A [INCNC
NC NG
NCNGC

NCNC
NCNC
NC NCINCNC|
NCNGC

©

NCN

NCNC
C
G

> 0O 0O 0
O o H

NCNC
NCNC
NCNC
NCNC
“
NCNC
G G
cle
NCNC
NCNC
A A
A A
NCNC
NCNC
cT
G G
T T
NCNC
NCNC
NCNC
TIT
cCT
G G
NCNC
II/\
T T
NCNC
NCNC
cCcC
NCNC
A A
NCNC
clB
A G

1209



210| RESULTADOS Y DISCUSION

C c C
G G G
G G G
C C C
NCNC[| G GG G
cclc cfcc
cclc cfcc
G G|G G|G G
ccllc cfcc
Il'rlll C Il'r
GGG G|G G
NCNC| G A [NCNC
T T T
G G G
T T T
A A A
G G G
TT|T TT T
TT|T T|T T
c Tllc Tfc T
AG|A G|A G
TA|T AT A
A G A
G A G
cclfc cfcc
NCNC| G GG G
TT|T T|TT
NCNC| T T [NCNC
NCNC A G
cCcC T c
NCNC A C
Tc|T c|[TcC
Tc|T c|TC
NCNC|NC NC||A T

NCNCINC NG
NCNCINC NG

®

NC NG

O O 0O 0 O

T T
NC NC
NCNC

o 4 6 >» O 4 >» 4 ®
()

®
= A

> 0 4 4

|c

- 0O 0O 00 6 » 460 0 6 >» > -4 -4 -4 46 6 > 0 % ® 4 0 6 00 6 4 >» 4 4

Contintia en la pagina siguiente

T T
G

T/ C

NCNC
NCNC
llc:
NCNC
G C
TC

C
NCNGC

A A
NCNC
NCNC
G G
NCNC

NCNC
NCNC

(@)

NCNC
NCNC
NCNC

G G
NCNC

G
T

O>» 0 >»0 > @ 43300406 4

@]

NCNC T INCNCINCNC

NCNC A |INCN A
NCNC|INCN

NCNC A

T INCNC
A A
C C C
NCNC C C C
NCNC|| T T [[NCNCINCNC

NCNC

'T'C

NCNC
NCNC
T T
NCNC
NCNC
T T
NCNC
NCNC
NCNC
NCNC
NCNC
T T
G G
T T
NCNC
G G
NCNC
NCNC
NCNC
NCNC
A A
A G
NCNC
T C
G A
T T
NCNC
G G
NCNC
NCNC
T C
T C
NCNC




cCT
TT
II/\
NCNC
cCT
T C
NCNC
NCNC
NCNC

0O 4 06 0 0 6 6 O O

C

T
A
G A
G
CT

NCNC

Z
o ®» =4 O >III - O

- O

O ©

G
C
C
A

> 0O 4 0 6 4 4

CcC T|C
T T|T
E =
A G|A
cC T|C
TC|T
NCNC| A

T |[NC
NCNC

G

C

G

G

G

C

G

T

Cc

T
T T|T

T

C
NCNC
G A|G
G A|G

A

G
NCNC|INC

A

T

A
G A|G
C G|C
CcC T|C
A A|A

z
o >0 4 o » 4 H

Z o> > >» 40 4 440 400006060 00 >
O 4 0 > 4 00 0 4> >0 40060 400 4> 4000 00> A -4 440> 0 O

G

- ® » >» 4 >

A

® -

4 4 4 ©

> -

O o 4 >» 4 0 66 0o O 0 >
0O 6 4 0 6 >» G 4606 60 460 4 4 >» 6 >» 4 4 >» » @G » @ O >» 04 60 & 4 -

- 0O O ®

(@]

0]
o -4 H

GG G

- ® > ® 0O
>

T T
NCNGINC NG
NCNC|NCNC
NCNQ C
NCNC|NC NC
G |G A
NCN%NCNC
G |G A
NCNO|G A
G |G T
TTIT T
A A[A A
NCNC|NC NG
NCNg| c [A
C |C T
T T| T
T | G
NCNGINC NG
NCNGINC NG
AII“I/\
NCNG[ G A
NCNG A A
NCNQ| T |G
NCNGINC NG
NCNG A G
NCNQ[C C
NCNG[ T T
A A G
G B8IINC NG
T C
G AG G

NCNC
NCNC
NCNC
NCNC
NCNC
NCNC
NCNC

> 4 4 >» » O > O

NCNC
NCNC
NCNC
NCNC
NCNC
NCNC
NCNC
NCNC
NCNC
NCNC

INCNC

O o0 o0 » 4 60 0 0
- 4 > ® > 4 4 ©

@

NCNC
T C
G G
NCNC

G

NC NG

NCN
NCN

NCNC

NCNC

NCNC
NCNC

Tabla 23: Alelos cosegregantes con cada cromosoma de la pareja3.
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5.3 Comparativa

La Tabla 24 muestra los resultados de ambas técnicas para cada uno de los
embriones. Se ha indicado con fuente roja los casos donde hubo incongruencias entre los

resultados o cuando no hubo seguridad sobre el resultado obtenido.

En general, se observo que la técnica aqui desarrollada aporta mayor seguridad y
certeza sobre los resultados obtenidos. Ademas, en un caso un embrion fue determinado de

manera diferente ala técnicade analisis por STRs.

Parejal Pareja 2 Pareja3

Embrion  STR  SNPs Embrion  STR  SNPs Embrion STR  SNPs
E1 ‘ . E2 . ‘ E1 ‘ ’
n B 4 w o4 4 o B -
G N BB . .
oW e p B e . P =
ES ‘ — E8 ’ ’ E5 ‘ -
E7 g == E10 - . E6 ‘ -
E9 ‘ . E12 . ‘ E8 . ‘
E10 ‘ ’ E14 . ’

F11 . .

E12 SANO . i

]

Fl4  wm .

Tabla 24: Comparativa de resutados obtenidos por la técnica de andlisis con STRs frente a los resultados obtenidos
con tagSNPs- El simbolo + indica portador, el simbolo -, no portador. El? indica que no hubo informacién. En rojo
se indican los embriones en las que las técnicas no fueron concordantes. En verde los casos en que una de las técnicas

no resulté informativa. Cabe destacar que en todos los casos la técnica basada en tagSNP fue informativa.



5.4 Discusion

La existencia de un mayor nimero de marcadores disponibles con respecto a la
técnica de analisis por STRs hace posible obtener resultados con mayor grado de evidencia
y seguridad. En estas parejas, el analisis mediante STRs ha sido insuficiente, puesto que el
numero de polimorfismos informativos no ha sido suficiente para dar resultados con
garantias, segiin las recomendacionesdel PGDIS. Sin embargo, con el empleo de SNPs, frente
afenémenosde ADO atin se dispone de suficientes posiciones para cubrir la zonaa analizar,
de manera que es posible obtener resultados en un mayor nimero de muestras. Ademas, a
diferencia dela técnicapor STRs, donde el calculo del alelo a partir del tamafio de fragmento
es complicado y puede generar errores, la secuenciacion del alelo del polimorfismo es
directa. Frente a fendmenos de sobrecruzamiento a vecesindetectables por STRs, como por
ejemplo en la pareja 1 donde tan solo los STRs aguas arriba del gen fueron informativos,los
SNPs proporcionan un mayor nimero de loci repartidos a lo largo de toda la regién de
andlisis, lo que permite acotar el punto donde la recombinacion tuvo lugar. Esto se ve
reflejado en el embridén E12 de la pareja 1, cuyos STRs indicaban que habia heredado el
cromosoma sano y por tanto era susceptible de ser transferido; sin embargo, gracias a la
técnica con tagSNPs pudimos comprobar que se habia producido un sobrecruzamiento
aguas abajo del ultimo STR informativo obtenido pero antes del gen, convirtiendo al
embrion en un embrién portador no transferible. Por otro lado, el embrién E5, determinado
como portador en la técnicade STRs, resulté mostrarlos alelos asociados al cromosomano
portador en la zona de la alteracion, debido a un sobrecruzamiento no detectado por la
primera técnica. Ademas, nuestros resultados siempre concordaron con los resultados
obtenidos por la secuenciacion directa de la alteracion lo que confirma que se trata de una

técnica precisa util en analisis DGP-M.

Esimportante resaltar el caso de parejas que se sometena procesos de reproduccion
asistida sin la posibilidad de disponer de material de familiares afectos. A diferencia de la
técnica de STRs, el método aqui propuesto permite incluir la deteccién directa de la
alteracion en los embriones, de manera que no es necesario recurrir a técnicas accesorias,
evitando el consiguiente incremento del coste econémico y el tiempo necesario para

obtener resultados, y permitiendo ademas la realizacidn de transferencias en fresco.

Por ultimo, algunas parejas acuden a ciclos de reproduccion asistida debido a que
uno de los parentales presenta una traslocacion balanceada, es decir, sin pérdida ni
ganancia de material genético. E1 50% de la descendencia de estos progenitores presentara

traslocaciones desbalanceadas, detectables por técnicas de DGP-A debido al cambio del
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numero de copia que conllevan. Sin embargo, aunque un 25% de la descendencia sera
normal, no es posible distinguirla del 25% que heredara la misma anomalia que el parental
mediante las técnicas actualmente disponibles, presentando también una traslocaciéon
balanceada. Empleando esta técnica es posible mapear los cromosomas paternos e
identificar el portador de la traslocacion, de forma que serd posible seleccionar los
embriones no portadores de traslocacidon de aquellos que si la porten, de entre los que no

presenten alteraciones del nimero de copia en el andlisis DGP-A.

La combinacién del fasado de SNPs con los tagSNPs seleccionados mediante
MiNtagSNP permite realizar un andlisis indirecto de la segregacién de la alteraciéon

evitando el riesgo de realizar una determinacion errénea debido a fenémenosde ADO.

La combinacién del fasado de SNPs con los tagSNPs seleccionados mediante
MiNtagSNP facilita el andlisis DGP-M y determinacion de embriones aptos para ser
transferidos ya que los alelos son determinados por el secuenciador, por lo que no

depende de la apreciacion del individuo.

La combinacion del fasado de SNPs con los tagSNPs seleccionados mediante
MiNtagSNP permite disponer de un nimero de marcadores mucho mas elevado que los
disponibles con la aplicacion de otras técnicas del estado del arte, lo que permite

identificar los cromosomas portados por cada embriéna pesar del riesgo de ADO.

Encasos donde no se disponga de un familiar, la combinacién del fasado de SNPs
con los tagSNPs seleccionados mediante MiNtagSNP permite realizar el fasado a partir

del estudio directo de la alteracion sin la necesidad de recurrir a pruebas accesorias.
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V. Discusion general



e Filtrado de secuencias

Ala hora de aplicar las técnicas del estado del arte al analisis DGP-A encontramos
una serie de debilidades clave, como ladistorsion generada por la dispersion delas lecturas,
lo cual genera la emision de resultados erréneos en la determinacion de la ploidia de los
embriones de los que proceden las células biopsiadas. Ademas, las técnicas de filtrado no
estan disefiadas para filtrar los archivos BAM procedentes de la secuenciacion de librerias
DGP-A, ya que las secuencias no se disponen en escalera y la cobertura es del 0,01X
aproximadamente. En cambio, dichos algoritmos han sido disefiados para filtrado de
secuenciaciones en escalera con coberturas entre el 30 y el 1000X. Finalmente, una
debilidad clave en las técnicas del estado del arte consiste en la incapacidad de distinguir
duplicados de PCR no idénticos, es decir, aquellos surgidos por la amplificaciéon de
fragmentos previamente amplificados y cuya secuenciacién finaliza antes de haber

reproducido todo el fragmento.

Todos estos aspectos fueron tenidos en cuenta en este trabajo para desarrollar una
nueva herramienta de filtrado de artefactos y duplicados de PCR denominada
MiNFilterDups, que permite disminuir la dispersion de las lecturas. Ademas, MiNFilterDups
ha sido especificamente disefiado para procesar muestras secuenciadas a muy baja
cobertura, eliminando las secuencias con base en la posicién gendmica, gracias a que la
secuenciacion a baja cobertura genera regiones independientes de lecturas que se
distribuyen por todo el genoma, cubriéndolo homogéneamente sin solaparse entre si.
Finalmente, a finde evitar la influencia de posibles errores introducidos durante la creacion
de la libreria, MiNFilterDups emplea las posiciones genémicas no sélo para eliminar
aquellas secuencias con posiciones coincidentes sino aquellas secuencias reconocidas como

procedentes de duplicacion de la misma, incluso aunque presenten diferentes tamanos.

e Deteccion de la ploidia y el nivel de mosaicismo

Si bien es cierto que la llegada del NGS para DGP-A195.19 convirti6 ala bioinformatica

en una herramienta ttil en pleno desarrollo exponencial, los algoritmos implementados
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hasta hoy no permiten determinar con exactitud el nivel de mosacisimo197. Por ello, hemos
desarrollado un algoritmo llamado MiNmos, que permite identificar tanto aneuploidias
completas como porcentajes de aneuploidia en casos de mosaicismo, mejorando los niveles
de confianzay reduciendo el riesgo de emitir un resultado erréneo incluso con mosaicismos
de bajo porcentaje. Este nuevo método de calcular el porcentaje de mosaicismo con
precisidon permite también ser mas consistente con el diagndstico final emitido8+142314, a la
par que permite realizar el andlisis en un tiempo aceptable. Ademas, la técnica permite el
estudio de los 23 pares de cromosomasenun proceso econémico que admite secuenciacion
paralela de varias muestras a la vez mediante el uso de secuencias del tipo c6digo de barras.
Porotrolado, este nuevo algoritmo podria, en un futuro, permitir el estudio y determinacién
de la significancia de los embriones mosaicos en los ciclos de IVF, asi como debatir la
conveniencia de la transferencia de los distintos porcentajes de mosaicismo. Por ultimo,
gracias a nuestro algoritmo podemos estar seguros de la ploidia real del embridn, disefiando
una seleccion con base en el embridn mas adecuado para ser transferido, evitando la

transferencia de varios embriones y, con ello, de embarazo multiple.

e Estudio de la dispersion de las lecturas

El MAPD es un valor inversamente relacionado con el nimero de lecturas. Cuando
una muestra presenta un elevado nimero de lecturas la dispersion se densifica debido a
que las lecturas ocupan todo el espacio y se distribuyen homogéneamente dentro de las
ventanas consideradas para el andlisis de DGP-A disminuyendo el valor de MAPD. Por el
contrario, un archivo BAM con bajo nimero de lecturas sera observado como un conjunto
de lecturas discretas y dispersas y el valor de MAPD de lamuestra ascendera porque algunas
ventanas no contendran tantas lecturas como otras. Esto sugiere que no es posible realizar
la comparacion de la dispersién de las lecturas a través de los valores de MAPD entre

muestras condistinto nimero de lecturas.

Tras realizar el filtrado de los artefactos de PCR de la muestra resulta légico pensar
que nos encontrariamos frente a la hipotesis de que todas las muestras son comparables,
en cuanto a dispersion de lecturas se refiere, conindependencia del nimero de lecturas que
presente. De esta forma, podria ser que la ecuacion del MAPD estuviese introduciendo un
falso efecto de categorizacidndel valor de dispersién en funciénde las lecturas. En cambio,

el estadistico Z-ScoreAbs_Neglog aqui propuesto podriamos descartar muestras cuya



dispersion se saliese de los rangos considerados como “normales”, no por su nimero de

lecturas, sino por presentar un perfil efectivamente anémalo.

e Seleccion de tagSNPs utiles en el analisis DGP-M

Las distintas técnicas de seleccién de tagSNPs que podemos encontrar en el estado
del arte calculan conjuntos minimos de tagSNPs que no pueden ser empleados en los
andlisis DGP-M, ya que no permiten determinar con exactitud los alelos segregantes en cada

cromosoma.

La presente tesis desarrolla un nuevo método de seleccién denominado MiNtagSNP
que pretende seleccionar un conjunto minimo de tagSNPs ttiles en DGP-M al solventar el
problema de la informatividad. Asi, MiNtagSNP realiza la selecciébn con base en
polimorfismos potencialmente informativos, es decir, aquellos loci donde uno de los
parentales es homocigoto y el otro heterocigoto. El uso de SNPs informativos permite
establecer los haplotipos ancestrales heredados por cada embrion y descartar para la
transferencia aquellos que muestren los polimorfismos cosegregantes con el cromosoma

paterno asociado a la alteracion.

e Fasado de polimorfismos y determinacion de embriones aptos para
transferencia

Al no estar contemplado el empleo de los tagSNPs en los analisis DGP-M, el fasado
de los mismos hasta la fecha consistia en el estudio de los alelos presentados por los STRs
estudiados. Sin embargo, la aplicacién de paneles de tagSNPs provoca que el nimero de
marcadores se incremente notablemente, complicando el andlisis de informatividad a
realizar, ya que son muchas las consideraciones a tener en cuenta para detectar los alelos

que segregan con cada cromosomay detectando posibles fendmenos de recombinacidn.

La utilizacién de un método de fasado de SNPs permite realizar el fasado de dichos
polimorfismos (prediccion de dicha segregacion) empleando como marcadores los paneles

de tagSNPs, para determinar los embriones libres de portar la alteracion.
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e Integracion de los algoritmos propuestos

La presente tesis desarrolla los algoritmos necesarios para el analisis de los datos
obtenidos por técnicasde NGS para la realizacion de DGP-Ay DGP-M con una Unica biopsia,
lo que supone un ahorro respecto a las técnicas del estado del arte en términos econémicos
y de tiempo necesario hasta la obtenciéon de resultados. Para aunar ambas técnicas en
primer lugar se realiza una libreria para DGP-A; una ventaja respecto a las técnicas de
cariomapeado como el Karyomapping consiste en la posibilidad de adaptar la técnica al
numero de muestras disponible, mientras que los métodos basados en arrays presentan
numeros prefijados, de manera que la maximizacién de resultados tan solo se obtiene con
multiplos de dicho nimero. Una alicuota del ADN amplificado resultante es enriquecido con
los tagSNPs disefiados por para poder obtener la libreria para DGP-M. Ambas
librerias se combinany se secuencian. El empleo de distintos protocolospara la elaboracién
de las librerias y el uso de cédigos de barras diferentes permite al secuenciador arrojar los
resultados para DGP-Ay DGP-M por separado en cada muestra a partir de una Unica carrera
de secuenciacion. Asi, cada andlisis se realiza siguiendo el método correspondiente de los
aqui propuestos, permitiendo la obtencién de resultados en menor tiempo y costo. Los
archivos procedentes de las librerias DGP-A seran filtrados empleando MiNFilterDups y
posteriormente evaluados por MiNmos para conocer la ploidia de los embriones de los que
proceden las biopsias. Por su parte, los ficheros correspondientes a las librerias DGP-M son
fasados. Este proceso es mucho mas rapido que el empleo de otras tecnologias como el
karyomapping, pues tan solo afiade las 4 horas necesarias para la preparacién de la libreria
de DGP-M al tiempo necesario para la preparacion de la libreria de DGP-A, pudiendo
realizarse todo el proceso en 12horas. Esto resulta ideal para procesos de transferencia en
fresco, pero también de transferencias en diferido, ya que el protocolo puede pararse en

diversos puntos.

e Trabajo futuro

Actualmente MiNFilterDups permite la eliminacién de duplicados y artefactos de
PCR para muestras de DGP-A. Uno de los principales hitos futuros consiste en la
investigacion de su aplicacidn a otras plataforma-as de secuenciacién. Lo mismo ocurre con
el resto de algoritmos desarrollados en el marco de esta tesis, pues aunque han sido
validados y desarrollados a partir de las plataformas disponibles en nuestro laboratorio, su

aplicacidn a otras plataformasresultaria muy beneficiosa.



MiNmos ha sido disefiado para determinar la ploidia en funcién de tamafios de
ventana prefijados. Resultaria interesante por tanto conocer el alcance de sensibilidad del
algoritmo al disminuir el tamafio de dichas ventanas, determinando asi el tamafio minimo
de aneuploidia detectable en mosaicismo. Otro hito ya comentado consistiria en el
establecimiento, si existe, de un valor umbral del nivel de mosaicismo a partir del cual sea
recomendable o no realizar la transferencia en parejas que no dispongan de embriones
euploides, asi como las consecuencias de dicha transferencia. Esto actualmente se realiza,
pero sin control del valor exacto de mosaicismo presente en el embrion transferido. Esto
también permitiria dar respuesta a la controversia generada por la transferencia de

embriones mosaicoy estudiar el fendmeno del rescate embridnico en mayor profundidad.

Por su parte, podria ser ampliado para permitir la seleccion de
polimorfismosteniendo en cuenta un mayor nimero de parametros, como la probabilidad
de secuenciacion. Como hemos visto, gran parte de los tagSNP seleccionados no eran
finalmente secuenciados con éxito en las muestras, lo que reduce el nimero final de
polimorfismos disponibles en el andlisis. La mejora, tanto de las técnicas de laboratorio,
como de disefio bioinformatico de esta seleccidon, mediante la consideracién de su capacidad
de secuenciacion permitiria disminuir ain masel nimero de polimorfismos necesarios para
realizar el analisis DGP-My, con ello, reducir el coste de la técnica permitiendo que mas
parejas accedan a ella. Porotro lado, debemos tener en cuenta las limitaciones “naturales”
del propio genoma. Regiones teloméricas y regiones muy cercanas al centromero suelen
experimentar tasas de recombinaciéon muy bajas en comparacién con el resto del genoma,
lo que provocala existencia de una menor diversidad alélica y por tanto, mayor frecuencia
de homocigotos. En estas zonas el algoritmo permite la selecciéon de aquellos polimorfismos
con mayor probabilidad de resultar informativos, pero su aplicacién en el estudio de
segregacion de una pareja concretade dicha poblacidn puede finalmente aportar un menor
numero de informativos delos deseables para asegurar lasignificancia de los resultados del
estudio de informatividad. Esto podria ocurrir también en una zona intercromosémicacon
una alta densidad de genes esenciales o con muy baja tasa de recombinacidn. La estrategia
mas recomendable en estos casos pasa por ampliar la regién bloque o modificarel valor de
los parametros de seleccion. Porultimo, parejas con alto grado de consanguinidad podrian
también dificultar la aplicacidon. saca los tagSNPs mas probables de ser
informativos en una poblacidn, pero eso no implica que lo vayan a ser en el 100% de las
parejas de esa poblacién. Si en esa zona ambos padres son homocigotos, los tagSNPs no

seran informativos.
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Finalmente, el fasado de SNPs estd actualmente preparado para considerar el fasado
de familiasrelacionadas, pero podria complementarse conla informacién de bases de datos
externas sobre variantes permitiendo emplear datos sobre las frecuencias alélicas de los
polimorfismosy/o de las fases haplotipicas presentadas por otras familias para completar
el andlisis DGP-M. Esto podria ser beneficioso en aquellas parejas donde no se dispone de
familiares y la deteccion directa de la alteracién sea complicada. Ademas, actualmente solo
se automatiza el fasado de familiares en primer y segundo grado. Una mejora consiste en
ampliar el rango de parentescos posibles, introduciendo la posibilidad de casos donde
existan saltos generacionales, es decir, donde no exista la posibilidad de obtencion de

muestras de los individuos pertenecientes a una generacion.
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e Repercusion del proyecto desarrollado

La presente tesis ha sido desarrollada bajo el marco de la Ayuda para la formacién
de doctores en empresas, “Doctorados industriales”, englobada en el Programa Estatal de
Promocidn del Talento y su Empleabilidad en I+D+I otorgada por el, entonces Ministerio de
Economia, Industria y Competitividad, actual Ministerio de Ciencia, Innovacion y
Universidadesy cofinanciada porel Banco Europeo de Inversiones,ala empresa Bioarray SL

con CIF:B54363049 para la contratacion de Natalia Castejon Fernandez como doctorando

bajo el proyecto especifico DI-14-06922 titulado “Herramientas Bioinformaticas para el

Diagndstico Genético Preimplantacional mediante técnicas de Secuenciaciéon Masiva”.

Probablemente, dada la connotacién econémica que un doctorado industrial
conlleva subyacente al desarrollar su trabajo integramente en una empresa con
independencia de la tutela de la Universidad, el rendimiento mas resefiable de la presente
tesis consiste en la presentacién de la patente titulada “METODO PARA EL ESTUDIO DE
MUTACIONES EN EMBRIONES EN PROCESOS DE REPRODUCCION IN VITRO”, solicitada en la
fecha 20/07/2018con nimero de solicitud 201830731, y publicada el 20/01/2020 con
numero de publicaciéon ES2738176 y clasificacion internacional de patentes G16B 20/20,
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e C(Castejon-FernandezN, Amoros D, Gonzalez-Reig S, Blanca H, Penacho V, LopezHuedo A, Galan
F, Fernandez MA, Alcaraz LA. IX Congreso ASEBIR. IX Congreso ASEBIR 2017. “Algoritmo de
Maximizacion de la Informatividad De TagSNP y su aplicacion en el Diagnostico Genético
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e Blanca, H., Gonzalez-Reig, S., Penacho, V., Castejon-Fernandez, N., Amoros, D., Galan, F., Alcaraz,
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From prenatal diagnosis of fetal abnormality to preimplantation genetic diagnosis for skeletal
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e Evaluacion de las hipdtesis de trabajo

Filtrado de duplicados de PCR:

El filtrado de duplicados realizado por las técnicas del estado del arte no era
suficientemente eficiente. MiNFilterDups es un algoritmo especificamente disefiado

para muestras de DGP-A por técnicas de NGS.

El filtrado con MiNFilterDups permite disminuir el valor de MAPD y aumentar la

confianza de los resultados de las muestras filtradas conrespecto al estado del arte.

Elfiltrado de duplicados realizado por MiNFilterDups permite que muestras con menor
numero de lecturas muestren valores de MAPD inferioresa 0,3, mientras que el filtrado
de dichas muestras conlosalgoritmos disponibles en el estado del arte muestra valores

por encima de dicho umbral.

El filtrado con MiNFilterDups permite que el diagnéstico de muestras con valores de

MAPD superiores a 0,3 ain sea fiable.

El filtrado con MiNFilterDups reconoce duplicados idénticos y secuencias formadas a

partir de fragmentos previamente amplificados.

Determinacion delaploidiay el nivel de mosaicismo:

MiNmos es un algoritmo especificamente disefiado para la deteccion de bajos
porcentajes de aneuploidia y determinacion del nivel de mosaicismo de muestras de

DGP-Apor técnicas de NGS.

MiNmos es el primer algoritmo para DGP-A capaz de gradar y determinar el nivel de

mosaicismo de la muestra, indicando el porcentaje de aneuploidia presente.
ElvalorZ-Scoredellog10de los niveles de cobertura corregidos respecto a los valores de

las dos lineas base analizado por MiNmos es un buen indicador del estado de ploidia y

el nivel de mosaicismo.
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MiNmos permite la deteccién del estado de ploidia y el nivel de mosaicismo incluso con

valores de MAPD por encima de 0,3.

MiNmos presenta una mayor sensibilidad y especificadad en la distincién entre
embriones euploides y mosaicos de bajo nivel respecto a las técnicas actuales del

estado del arte.

MiNmos necesita un menor nimero de lecturas minimas para obtener resultados
fiables respecto a los algoritmos del estado del arte. Esto supone un ahorro en tiempo
y dinero, pues a menor nimero de lecturas necesarias para un correcto diagndstico,

mayor cantidad de muestras pueden ser secuenciadas a la vez.

Estudio deladispersiondelaslecturas:

El valor de MAPD de la muestra estd muy relacionado con el nimero de lecturas por lo

que no permite la comparaciéon entre muestras con distinto nimero.

La ploidia de un embrién puede ser correctamente determinada con independencia de

su valor de MAPD si ha sido correctamente filtrada.

El logaritmo negativo en base 10 del valor absoluto de Z-Score de la cobertura de las
muestras es una medida absoluta que permite la comparativa de la dispersion de las

lecturas entre las muestras con independencia del nimero de lecturas que presenten.

es un algoritmo especificamente disefiado para seleccionar un conjunto

minimo de tagSNPs ttiles para los andlisis de DGP-M por técnicas de NGS.

La aplicacidn de los tagSNPs seleccionados con permite incluir la detecciéon

directa de la alteracion sin necesidad de realizar pruebas accesorias.



MiNtagSNP necesita seleccionar un menor nimero de tagSNPs que las técnicas del

estado del arte y,ademas, estos son mas informativos.

A pesar de calcular tagSNPs en regiones pequenas, MiNtagSNP es capaz de seleccionar
tagSNPs que son, en promedio, mas independientes que los polimorfismos

seleccionados por el estado del arte.

Fasado de SNPsy determinacion de embriones aptos para transferencia:

La metodologia aqui mostrada permite distinguir los embriones portadores no por
presentar la alteracion, sino por mostrar los polimorfismos cosegregantes con el

cromosoma paterno identificado como portador.

La combinaciéon del fasado de SNPs con los tagSNPs seleccionados mediante
MiNtagSNP permite realizar un andlisis indirecto de la segregacion de la alteracion

evitando el riesgo de realizar una determinacién errénea debido a fenémenosde ADO.

El nimero de marcadores mucho mas elevado que los disponibles conla aplicacidn de
otras técnicas del estado del arte, lo que permite identificar los cromosomas portados

por cada embrién a pesar del riesgo de ADO.

En casos donde no se disponga de un familiar, es posible realizar el fasado a partir del

estudio directo de la alteracion sin la necesidad de recurrir a pruebas accesorias.

e Conclusiones generales:

La presente tesis ha desarrollado los algoritmos necesarios para implantar un método
de andlisis rapido y eficaz capaz de combinar DGP-A y DGP-M a partir de una sola

biopsia empleando técnicas de secuenciacién masiva.

La aplicacion de los algoritmos desarrollados mejora la confianza y fiabilidad de los

resultados obtenidos con respecto ala aplicacion de las técnicas del estado del arte.
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e Deforma genérica podemos afirmar que todos los algoritmos presentaron tiempos de
ejecucion asumibles que, en combinacion, permiten obtener resultados mas fiables en

menor tiempo que otras técnicas del estado del arte.



e Hypothesis evaluation

Duplicates and PCR artifacts filter:

e State of the art techniques are not efficient enough for filtering duplicates and PCR
artifacts. MiNFilterDups was specifically designed for PGT-A samples sequenced by
NGS techniques.

e MiNFilterDups decreases the MAPD value while increasing the confidence value of the
filtered simples in respect to the use of the state of the art.

e Filtering duplicates and PCR artifacts by MiNFilterDups shows values of MAPD lower
than 0.3 when used with samples of low number of reads while the use of the state-of-
the-art shows MAPD values above this threshold.

e Even when sample shows MAPD values greater than 0.3, the use of MiNFilterDups
makes the diagnosis still reliable.

e MiNFilterDups algorithm allows the identification of identical duplicates and

sequences formed that comes from previously amplified fragments.

Detection of low percentages of aneuploidy and mosaicism level

determination:

e MiNmos has been specifically designed for the detection of low percentages of
aneuploidy and the determination of the level of mosaicism in PGT-A samples
sequenced by NGS techniques.

e MiNmos is the First algorithm capable of grading and determining the level of
mosaicism in the sample, indicating the percentage of aneuploidy.

e The analysis of the Z-Score value of the log10 coverage levels, corrected by using two
baselines is a good indicator of the ploidy status and the level of mosaicism.

e MiNmos allows the detection of the ploidy state and the level of mosaicism even when
using with samples that show MAPD values above 0.3.

e MiNmos shows a greater sensitivity and specificity values in the distinction between
euploid embryos and low-level mosaics with respect to the use of the currently state-
of-the-art techniques.

e MiNmos requires a fewer minimum reads number to obtain reliable results compared
to the state-of-the-art algorithms. This fact saves time and money, because the fewer
the number of reads required for a correct diagnosis, the more samples can be

sequenced at the same time.
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Reads dispersion study:

e The MAPD values is closely related to the number of reads presented, because of that,
the raw MAPD value does not allow the comparison between simples with different
number of reads.

e The ploidy of an embryo canbe correctly determined independently of the MAPD value

when duplicates and PCR artifacts are correctly removed.

e Negative logl0 of the absolute value of the Z-score of the coverage of the sample is an
absolute measure that allows the comparison of the dispersion of the reads between

several simples regardless of the number of reads.

TagSNP selection for PGT-Manalysis:

e MiNtagSNP is a specifically designed algorithm to select a minimum set of useful
tagSNP for PGT-M analysis of simples sequenced by NGS techniques.

e The analysis of the selected tagSNPs allows the direct detection of the mutation
avoiding the need of accessory tests.

e MiNtagSNP allowsthe selection of afew tagSNP set that the state-of-the-art techniques.
Those tagSNPs are also more informative.

e Despite of using small regions to calculate the minimum tagSNP set, MiNtagSNP can
select tagSNPs that are, on average, more independent than the polymorphisms

selected by the state of the art methods.

SNP phasing and suitable embryos determination:

e The methodology shown allows us to distinguish the carrier embryos not because of
exhibiting the alteration, but because they show the cosegregating polymorphisms

with the paternal chromosomeidentified as the carrier.



The combination of the SNP phasing with the tagSNPs selected by allows
an indirect analysis of the segregation of the alteration, avoiding the risk of making an
erroneous determination due to ADO phenomenon.

The number of markers is much higher than the other state-of-the-art techniques, this
fact makes the identification of the chromosomes carried by each embryo possible,
despite the risk of ADO.

In cases where relatives are not available, it is possible to perform the analysis from

the direct study of the alteration without the need to resort to accessory tests.

e General conclusions:

This thesis providesthe necessary algorithms to implementa fast and efficient analysis
method combining PGT-A and PGT-M from a single biopsy using massive sequencing
techniques.

Our algorithms improve the confidence value and reliability of the results obtained
with respect to the application of the techniques of the state of the art.

In a generic way, we can affirm that all the algorithms presented acceptable execution
times that, in combination, allow for obtaining more reliable results in less time than

other techniques of the state of the art.
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Media-2dv

100 - 90%
90 - 80%
80 -70%
70 - 60%
60 - 50%
50 - 40%
40 - 30%
30-20%
20-10%
10 - 0%

Mosaicismo

con trisomia

0- 10%
10 - 20%
20-30%
30-40%
Mosaicismo 40 -50%

con 50 - 60%
monosomia 60 - 70%
70 - 80%
80 -90%

Valor umbral Sensibilidad Especificidad IC_Esp+ | IC_Esp- |

3,589
3,348 0,6 0,266 0,223 0,490 0,042 0,933 0,126 1,059 0,807
2,977 0,633 0,266 0,223 0,490 0,042 1 0 1 1
2,699 0,6 0,2 0,202 0,402 -0,002 1 0 1
2,288 0,766 0,533 0,252 0,785 0,280 1 0 1 1
2,006 0,607 0,133 0,172 0,305 -0,038 1 0 1 1
1,804 0,533 0,066 0,126 0,192 -0,059 1 0 1 1
1,243 0,8 0,6 0,247 0,847 0,352 1 0 1 1
0,850 0,724 0,466 0,252 0,719 0,214 1 0 1 1
0,607 0,566 0,133 0,172 0,305 -0,038 1 0 1 1
S I S — e |
-0,967 0,804 0,619 0,207 0,826 0,411 1 0 1 1
-1,417 0,785 0,571 0,211 0,783 0,359 1 0 1 1
-1,976 0,642 0,333 0,201 0,534 0,131 0,952 0,091 1,043 0,861
-2,474 0,906 0,476 0,213 0,689 0,262 0,904 0,125 1,030 0,779
-2,968 0,785 0,619 0,207 0,826 0,411 0,952 0,091 1,043 0,861
-3,650 0,690 0,428 0,211 0,640 0,216 0,952380 0,091 1,043 0,861
-4,377 0,666 0,333 0,201 0,534 0,131 1 0 1 1
-4,935 0,880 0,761 0,182 0,944 0,579 1 0 1 1
-5,783 0,766 0,222 0,271 0,493 -0,049

90 - 100%

Tabla 25: Resumen de datos obtenidos al clasificar las muestras empleando los puntos de corte relativos al seta) Media menos 2veces la desviacién tipica. Valor Umbral: Valor del punto de

corte entre categorias segiin el método estudiado; Error_Se: Tasa de error de la sensibilidad; IC_Se+: Valor superior del intervalo de confianza al 95% para la sensibilidad; Error_Esp: tasa

de error de la especificidad; IC_Se-: Valor inferior del intervalo de confianza al 95% para la sensibilidad; Error_Esp: Tasa de error de la especificidad; IC_Esp+: Valor superior del intervalo

de confianza al 95% para la especificidad; Error_esp: tasa de error de la especificidad; IC_esp-: Valor inferior del intervalo de confianza al 95% para la especificidad.
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3er Cuartil Valor umbral Sensibilidad Especificidad IC_Esp+ | IC_Esp-

100-90% 3,315 0,619 0,933 0126 1,059 0807 0,733 0,223 0957 0,509
90-80% 3,05 0,7 08 0202 1,002 0,597 0,642 0,250 0893 0,391
80-70% 2,704 0,866 0,733 0223 0957 0,509 0,733 0,223 0957 0,509
70-60% 2,428 0,733 0,666 0238 0905 0428 0,733 0,223 0957 0,509
60-50% 1,902 0,9 0,533 0252 0785 0,280 0,666 0,238 0905 0428
Mosaicismo
o 50-40% 1,684 0,6 1 0 1 1 08 0,202 1,002 0597
40-30% 1,435 0,7 0,733 0223 0957 0,509 0,733 0,223 0957 0,509
30-20% 0,949 0,733 0,933 0126 1,059 0,807 08 0,202 1,002 0597
20-10% 0,559 0,724 0,6 0247 0847 0352 08 0,202 1,002 0597
10-0% 0,122 0,833 0,333 0377 0710 -0,0438 0,733 0,223 0957 0,509
IEEETN I 7T BT (o737
0-10% -0,370 0,722 0,714 E%E 0,733 ?Easﬁ
10-20% -0,639 0,804 0,904 0125 1,030 0,779 0,7 0,200 0,9008 0,499
20-30% -1,122 0,833 0,904 0125 1,030 0,779 0,761 0,182 0944 0,579
30-40% -1,609 0,880 0,904 0125 1,030 0,779 0,857 0,149 1,006 0,707
Mosaicismo 40-50% -2,115 0,928 1 0 1 1 0,857 0,149 1,006 0,707
con 50-60% -2,646 0,833 0,904 0125 1,030 0,779 0,761 0,182 0944 0,579
monosomfa 60-70% -3,255 0,761 0,809 01679 0977 0,641 0,714 0,1932 0907 0521
70-80% -3,898 0,785 0,857 0149 1,006 0,707 0,714 0,193 0907 0,521
80-90% -4,501 0,857 0,952 0091  1,0434 0861 0,761 0,182 0944 0,579
90-100% -5,325 0,766 0,666 03077 09744 0,3586 0,809 0,167 0977 0,641

Tabla 26: Resumen de datos obtenidos al clasificar las muestras empleando los puntos de corte relativos al set b) Tercer cuartil. Valor Umbral: Valor del punto de corte entre categorias
segiin el método estudiado; Error_Se: Tasa de error de la sensibilidad; IC_Se+: Valor superior del intervalo de confianza al 95% para la sensibilidad; Error Esp: tasa de error de la
especificidad; IC_Se-: Valor inferior del intervalo de confianza al 95% para la sensibilidad; Error_Esp: Tasa de error de la especificidad; IC_Esp+: Valor superior del intervalo de confianza al

95% para la especificidad; Error_esp: tasa de error de la especificidad; IC_esp-: Valor inferior del intervalo de confianza al 95% para la especificidad



