UNIVERSIDAD DE GRANADA

PROGRAMA DE DOCTORADO EN BIOMEDICINA

TESIS DOCTORAL

AVANCES EN EL CRIBADO GENETICO
EN DONANTES DE GAMETOS

Marta Molina Romero

Granada, 2021



Editor: Universidad de Granada. Tesis Doctorales
Autor: Marta Molina Romero

ISBN: 978-84-1117-230-1

URI: http://hdlLhandle.net/10481/72878



http://hdl.handle.net/10481/72878
http://hdl.handle.net/10481/72878




Agradecimientos

Siempre recordaré aquel consejo que mis padres me dieron el dia en que
debia decidir qué carrera elegir: “Estudia y trabaja en algo que realmente te
apasione y que disfrutes, solo asi podras dar lo mejor de ti a la gente que te
rodeay recibiras de ellos esa misma energia, solo asi podras ser realmente feliz”.
Y aqui estoy, disfrutando de la biologia, de la célula, de la genética, de la
reproduccion asistida, de mis grandes comparfieros y de los maravillosos
pacientes, feliz con cada uno de los conocimientos que adquiero cada dia y con
todo lo que me queda por ofrecer y recibir. Gracias a cada uno de los que han

formado parte de este maravilloso camino.

Principalmente al Dr. José Antonio Castilla por la confianza depositada en
mi y su eterna paciencia. Por brindarme la oportunidad de desarrollar y disfrutar
la tesis doctoral bajo su direccion. Por compartir todos sus conocimientos y por
buscar siempre una solucion. Por las criticas, siempre constructivas, y por el
constante apoyo recibido en los buenos, y en los no tan buenos, momentos. Me
siento realmente afortunada de poder compartir con él este proyecto, entre otros.

Gracias por ayudarme a crecer, personal y profesionalmente.

Al Dr. Juan Pablo Ramirez, por darme la oportunidad de desarrollar mis
conocimientos de genética e iniciarme en el ambito de la reproducciéon humana
asistida. Por demostrar que merece la pena ser diferente y esforzarse por ofrecer
un servicio de calidad y ensefiarnos a dar lo mejor de nosotros. Ha sido un regalo

haber aprendido y trabajado a su lado.

A todos mis compafieros, Alberto Y., Angel, Miguel, Angela, Mayte, Lucre,

David R., Elo, Amelias, Miguel, Jose, David C., Merche, Sandra, Alberto G.,



Carmen, M2 Cruz y en especial a Sonia, por vuestra infinita paciencia, por vuestro

apoyo y por vuestra sonrisa. Por ser un gran equipo que todo lo hace posible.

En especial a Puri, comparieray amiga, por ensefiarme la embriologia con
tanto carifio. Gracias por escucharme, por ofrecerme tu tiempo siempre que lo
he necesitado. Y sin duda, por aconsejarme y guiarme con la burocracia que

conlleva el deposito y defensa de una tesis doctoral.

A Jose Luis, gracias por estar siempre disponible para brindarme tu ayuda
de forma desinteresada. Por compartir conmigo tus conocimientos, que han

hecho que este proyecto pueda brillar ain mas.

A los centros de reproduccion asistida y a todos sus profesionales, por
compartir los casos clinicos y sus consultas, por despertar en mi el interés y
hacerme ver las necesidades que nacen de nuestro trabajo y por las que merece

la pena trabajar para mejorar.

A mis comparieros de residencia del HU de La Princesa, Anita, Nati y
Juanfran, porque gracias a vosotros la residencia fue una experiencia
maravillosa. Por ensefiarme que, con esfuerzo, entrega y, sobre todo, humildad,
los suefios se pueden conseguir. Porque a pesar de la distancia y el tiempo,

siempre estdis ahi.

A mis amigas y amigos, a los que tengo cerca y a los que estais lejos, a
los que estuvisteis y a los que seguis estando, a los de siempre y a los nuevos,
gracias por vuestro tiempo, por vuestras sonrisas, por los viajes, por las rutas,
por cuidar mis cactus, por estar para brindar en los buenos momentos y por la

escucha y consejos en las adversidades.



A mis hermanas, Carmen, Paula, Ana y Modnica, porgue es una suerte
teneros y que seais, ademas de hermanas, las mejores amigas que puedo tener,
por no juzgarme y aceptarme, por estar siempre ahi. Gracias por existir y por

darnos a las personas mas bonitas de este mundo, Fran y Marcos.

A mis padres, Paco y Luisa, mis incondicionales, os elegiria una y otra
vez. Por vuestra entrega y sacrificio, por vuestra comprension y carifio, por
apoyarme en mis proyectos y ensefiarme a ser mejor persona Yy
autodependiente. Por ser mis referentes de esfuerzo, bondad, humildad y
respeto. Por vuestros abrazos, vuestros “te quiero”, vuestras miradas, por
vuestras palabras y vuestros silencios, por vuestro amor desinteresado y sin

limites: GRACIAS.






A mis padres






“La medicina es la ciencia de

la incertidumbre y el arte

de la probabilidad.”

(William Osler)






Los resultados de esta Tesis Doctoral han sido publicados en la siguiente

revista cientifica:

Molina M, Yoldi A, Navas P, Gafian M, Vaquero A, del Pico JL, et al.
Carriers of cystic fibrosis among sperm donors: complete CFTR gene

analysis versus CFTR genotyping. Fertil Steril. 2020;114:524-34

Y han sido presentados en las siguientes reuniones y congresos de

sociedades cientificas nacionales:

Il Congreso Interdisciplinar de Genética Humana. Madrid, Espafia. 2019.
XIII Congreso Nacional del Laboratorio Clinico. Sevilla, Espafia. 2019.

X Congreso Nacional de la Asociacion para el Estudio de la Biologia de la

Reproduccion (ASEBIR). Caceres, Espafia. 2019.

IV Reunion de la Escuela Granadina de Reproduccion y Embriologia

(ESGRE). Granada, Espafa. 2019.

36th Virtual annual meeting of ESHRE. 2020.

37th Virtual annual meeting of ESHRE. 2021.

XV Foro de LA CALAHORRA 2021. Granada, Espafa. 2021.

[l Congreso Interdisciplinar de Genética Humana. Valencia, Espafa.

2021.
XIV Congreso Nacional del Laboratorio Clinico. Online. 2021.

Xl Congreso Nacional de la Asociacion para el Estudio de la Biologia de

la Reproduccion (ASEBIR). Toledo, Espafa. 2021.



e 33° Congreso Nacional de la Sociedad Espafiola de Fertilidad. Bilbao,

Espafa. 2022.



GLOSARIO

A
ACBVD
ACMG

ACOG

AMP

B

CcC

CDG
CDO
CDS
CFTR-RD

CMV
CNRHA
CNVs

CRMS

dbSNP
DG
DNA
DO

DS

ECA

ENaC
ESHG

Adenina
Ausencia bilateral congénita de conductos deferentes

Colegio Americano de Genética Médica y GenOmica
(American College of Medical Genetics)

Colegio Americano de Obstetricia y Ginecologia
(American College of Obstetricians and Gynecologist)

Asociacion de Patologia Médica
(Association of Medical Pathology, AMP)

Benigna

Variante causante de FQ
Candidatos a donantes de gametos
Candidatas a donantes de ovocitos
Candidatos a donantes de semen

Trastornos Relacionados con CFTR
(CFTR Related disorder)

Citomegalovirus
Comisién Nacional de Reproduccién Humana Asistida

Variacion en el numero de copias
(Copy number variations)

Sindrome metabdlico relacionado con CFTR
(CFTR-related metabolic sindrome)

The Single Nucleotide Polymorphism Database
Donantes de gametos

Acido desoxirribonucleico

Donantes de ovocitos

Donantes de semen

Elucigen

Asociacion europea de citogenetistas
(European Cytogeneticists Association)

Canales de sodio epiteliales

Sociedad europea de genética humana



Avances en el Cribado Genético en Donantes de Gametos

ESHRE

FQ

HB
Hg19
HGMDB
HGVS

HIV
HTLV
I
ISCN

IS-PCR

IVF/ICSI

kDa
LB

LP

N/S
NA

NCC
NGS

PCR

PHA

(European Society of Human Genetics)

Sociedad europea de reproducciéon humana y embriologia
(European Society of Human Reproduction and Embryology)

Fibrosis quistica

Heres

Hepatitis B

Homo sapiens (human) genome assembly GRCh37
The Human Gene Mutation Database

Sociedad de variantes en el genoma humano
(Human Genome Variation Society)

Virus de la inmunodeficiencia humana
Human T-lymphotropic virus
Igenomix

Sistema internacional para la nomenclatura de citogenética humana
(Internacional System for Human Cytogenetic Nomenclature)

Reaccion en cadena de la polimerasa de desplazamiento inverso
(Inverse Polimerase PCR)

Fecundacion in vitro/Inseminacién intracitoplasmatica de
espermatozoides
(In vitro fertilisation/Intracytoplasmic Sperm Injection)

Kilodalton

Probablemente benigna
(Likely Benign)

Probablemente patogénica
(Likely Pathogenic)

Variante no descrita en ClinVar

No descrita
(Not available)

Variante no causante de FQ

Secuenciacion masiva
(Next Generation Sequencing)

Patogénica

Reaccion en cadena de la polimerasa
(polymerase chain reaction)

Fitohemaglutinina



Glosario

PQF Fundacion de calidad perinatal
(Perinatal Quality Foundation)

gqC+ gCarrier Plus

RFA Recuento de foliculos antrales

RHA Reproduccion humana asistida

RNAmM Acido ribonucleico mensajero

RPR Rapid plasma reagin

SEF Sociedad Espafola de Fertilidad

SG Sistemas Gendmicos

SIRHA Sistema de Informacién de Reproduccion Humana Asistida

SMFM Sociedad de medicina materno fetal

(Society for Maternal-Fetal Medicine)

SNPs Polimorfismos de un Unico nucledétido
(Single-nucleotide polymorphism)

SNV Variantes de un solo nucleétido
(Single Nucleotid Variants)

SUE Variante bajo evaluacién clinica
SXF Sindrome del X fragil
TPHA Treponema pallidum Haemagglutination

TP-PCR Triplet repeat Primed-PCR

TRA Tratamientos de reproduccion asistida

VC Variante asociada a clinica relacionada con FQ
VEB Virus de Epstein Barr

VHC Virus de la hepatitis C

VUS Variantes de significado incierto

(Variants of Unknown Significance)
WHO Organizacion mundial de la salud

(World Health Organization)



Avances en el Cribado Genético en Donantes de Gametos




Indice



Avances en el Cribado Genético en Donantes de Gametos




indice

INDICE
RESUMEN ...ttt st sbb e e e s sra e e e s sbae e e s snaseessans 1
N [ {4 oo [N ToloiTo Y o WO TP PRUPRRRPRR 3
N & V1o Yo Y T [PPSR 8
3. JUSHIFICACION .ttt e s b e e sare e 8
B 0 o 114 1o 1R 10
5. Materiales Y METOUOS .....ccoiciiieeiciieee ettt e e e e e etre e e e ebte e e e e beeeeesabaneaeeans 11
B, RESUITATOS ...ttt st ettt ettt st st b e nrees 13
7. DISCUSION ..ttt ettt ettt et s e st e e st e st e e st e e sabee e beeesabeesabeeesabeesabeesnaeesabeesneenn 15
8. CONCIUSIONES. ... eiiitieitie ettt ettt ettt et ettt et e sttt e st e e s be e sbeeesabeeebteesabeesneeesareennnes 18
INEFOAUCCION .ttt st ettt e bt e s bt e sae e st e e bt et e e beesbeesbeesmeeeaneenneens 21
1. Técnicas de reproduccién asistida con donacidn de gametos.........cccceeeeecvieeeeciieeeeccnneenn. 23
2.  Regulacion de la donacion de ametos......cccuveiiiiieieciiiie e e 24
2.1 Regulacion legislativa @Spaiola........ccccviiiiciiiiiiiiiie e 24
3. Conceptos bAsicos de ENALICA ....c.uviiieiiiiieccieee e e e 27
4. Tipos de variantes 0 MULACIONES.......cccccciieiiiiiieeeeiiteeeeettee e e eee e e e etee e e eebee e e esabeeeeenareeeeenres 34
4.1 AlLEracioNeS GENETICAS ..occvvieeeeiiiee et e ettt e et e e e et e e e e stte e e e e ebteeeesebeeeeeebteeeeesteeeeanes 34
4.1.1 Mutaciones pUNtUAlES (SNPS) .....eeeccuieeiieecee et 34
4.1.2 Inserciones y deleciones (INdelS).........cccveerieeeciiiciie e 36
4.1.3 Mutaciones dindmicas (expansion de tripletes) .......cccocevveerceiecieesiee e 37
4.2 Alteraciones CroMOSOMICAS ...cccueeruirieriieeiteeete sttt ettt sie e st s ee e sbe e bt e saeesaee e 38
4.2.1 Alteraciones cromosOMICas NUMEIICAS. ...c.ueruriruerieeiteesieeneeseeeteseeeeeeseeesreesaeesaeeeane 39
422 Alteraciones cromosomicas estructurales ...........cccceveereeniienneeneeneeneesee e 40
5. Patrones de herencia GENELICA.....cuuiiieciiie e e 44
5.1 HErencia MONOZENICA ....cccccuiieeeeiiiie ettt et e e e e e str e e e e aa e e e e abaeeeeensaeeaas 46
5.1.2 HErencia aUtOSOMICA. ...eeiuieiuieiiieite ettt ettt sttt ettt st st st st b e sbeenaeas 46
5.1.3 Herencia ligada al cromosoma X ........coccieiiiciiiei ettt e e e 48
5.2 Herencia muUltifactorial.........couoiiieiiiie e 50
5.3 Otros tipos d€ NEIrENCIA.....ciiiiiiiee et e e et e e e et te e e s s bee e e e ebaaeeeeans 51
5.3.1 MIEOCIONAIIAL..cceeeiieiiee et st e e e nee s 51
LI T A o 1= =T o 1= (o U USSR 51
5.3.3 DisOmMIia UNIPAreNtal.....cc.ceeeicciiiieiiiiee ettt e rre e e e erae e s e earae e e e 51
6. Evolucidn de las técnicas de secuenciacion de DNA .......cccooieriiiineeneeneeneeee e 52
7. SecuenciaCion MasiVa (NGS) ....e.cocreeeeiiieeicciiree et ceire e e et eeeareeeeeabeeeeessbeeeseareeeeenres 54

7.1 Clasificacion de variantes SeNLiCas.......coceeeeiieeeeciiee et 54



Avances en el Cribado Genético en Donantes de Gametos

T T o T LT o [l oY - [o [0 <RSP 55
8.1 ) Ao [N =T Lo A o Y- o [o TSRS 56
8.2 Test de secuenciacién de gen completo o andlisis no dirigido de variantes .............. 56
8.3 Recomendaciones del cribado de portadores segun las sociedades cientificas......... 57

L T |V F- | o] o 1 Y= d Y =Y ol FO RSP TR 62

10. o oY o XY 1o [V 1) o TSP 65

Y Vo (e o g T a T I Y € IS 74

i 0= 1 10 o Lo J PP PPT U PPPPUPPPPRN 76

13. Motivos de exclusidon de donantes segln el riesgo reproductivo........ccceeeeevveeeeiciveeeennneenn. 77

14. Asesoramiento genético a pacientes y donNantes ........ccccceeeviieeeeiiiieeeciiiee e 79

[ Lo Yo YT 1T RR 86

R o [T o 1 4 F] LR 88

JUSEIfICACION Y ODJELIVOS ...ttt e e st te e e e sbte e e e sbeaeeesrraeeeeans 89

Lo JUSEIFICACION ettt s s e 91

N O oY= 1Yo TSRS 92

MaAteriales ¥ MELOUOS ...eiiiuiiiie ittt e e et e e st e e e s ssbae e e sstaeeeesasaeeeeansneeen 95

Lo PODBIACION ettt ettt e b e st e e baeesbeeenee s 97

2. Proceso de seleccion en el programa de donacion (Figura 1): ....cccceeeeeciieeeeceee e, 97
2.1 Entrevista informativa e historia cliniCa......ccoccoeviiiieiiniiee e 97
2.2 ANBLISIS 8 SEMEN ...ttt sttt e sb e e sbe e e s 99
2.3 Revisidn ginecoldgica y recuento de foliculos antrales.......cccccueeevviieeeeciieeecciiee e, 101

3. Andlisis genético en donantes de SametosS.....ccccccuveiiieiieieiiiiee e 101
00 5= T o ) T o 102

3.1.1 Clasificacién de variantes halladas en el cariotipo........cccceeeeciieeecciiee e, 102
3.2 Test de portadores Mediante NGS........ccuviiiiiiiie e sre e e e sareee s 103
3.2.1 Interpretacion de variantes halladas mediante NGS ...........ccocceivciiieiiciiee e, 105

4. ANALISIS 08 VAriaNTeS...cueiiieiiiiiieeee ettt 108

5. Andlisis de los test ampliados de portadores mediante genotipado..........cccceeeeeveeeennnee. 109

6. MaAtChiNG BENELICO. . ..o e et e et e e et e e e e eate e e e e baee e eeares 111

7. Sensibilidad diagndstica y sensibilidad clinica ........cccoocveeiiiiii e, 112

8. ANAIiSiS @STAUISTICO «uveerieiieriieiie et e 114

LT 0] 7 Lo [o LTS UPRTOURRPRTOPRT 115

1. Andlisis de variantes halladas en el cariotipo .......ccceeeuiieeeciiiie e 116
1.1 Alteraciones CromMOSOMICAS ....ccueerteerteerierieeie et et et et et e bt e sbee st e sabeebeesbeesaeesaee e 116

1.2 Variantes PolMOI iCas. ....cciiiciiii ettt e e et e e e ebee e e e e baaeeeeans 117



indice

2. Andlisis de variantes y de la frecuencia de portadores de donantes de gametos mediante

Lo I T o T =T ol [ TP 119
3. Rendimiento de los test de genotipado. .....ccueeieeiiiiicciiei e 123
4. Analisis de la clasificacion de variantes patogénicas. .....ccccvecveeeeeciieeeecieee e 127
5. Andlisis de variantes €n el 88N CFTR ......oiiiiiiiie ittt e e e 128
6. Andlisis de matching genético y probabilidad de embriones afectos con doble donacién de
= 1 1= ¥ 1= 133
DISCUSION ..ttt ettt ettt s bt sttt et e bt e s bt e s ae e s aeeeab e e b e e b e e abeesaeeeme e et e enbeesaeesanenane 135
CONCIUSIONES ..ttt ettt ettt b e st st e b e bt e bt e s b e e s bt e sae e saseenbeenbeenbeesaeesmnenane 153
27 o] [ Lo = = i - ISP 157
LY = (o T PO PP 175
Tabla sUPIEMENTATIA L.oicceieeeeieiee e et e e e e e et e e e e e atae e e eaasaeeeensseeesansaeeens 181
Tabla SUPIEMENTATIA 2..ii e et ee e e e e e e eata e e e e atae e e esataeeeenasaeeesannreeens 189
Tabla sUPIEMENTANIA 3. e e e et e e et e e e bt e e e e nabaeeeennraeee s 211

Bibliografia Tabla suplementaria 2 ¥ 3. ..o 215



Avances en el Cribado Genético en Donantes de Gametos




Resumen



Avances en el Cribado Genético en Donantes de Gametos




Resumen

1. Introduccioén

En los paises desarrollados la necesidad de recurrir a técnicas de
reproduccion asistida con donacion de gametos va en aumento debido
principalmente al retraso en el deseo reproductivo. Con el aumento de la edad
de la mujer existe una disminucion de la reserva ovéarica y de la calidad
ovocitaria, lo que conlleva una menor capacidad reproductiva y un aumento del
riesgo de aborto y alteraciones fetales. De tal forma que en Europa los
tratamientos de reproduccion asistida con ovocitos de donante han aumentado
significativamente en los ultimos 5 afios, especialmente ayudado por los avances

en la vitrificacion ovocitaria (Gliozheni et al., 2016; Wyns et al., 2020).

Por otro lado, en los paises desarrollados también se observa una mayor
necesidad del uso de semen de donante debido principalmente al aumento de
mujeres con deseo de maternidad en solitario y al deseo reproductivo de parejas

de mujeres.

La donacion de gametos en Espafia y en Europa es por tanto una
necesidad cada vez mayor. En base al Real Decreto-Ley 9/2014, de 4 de julio,
por el que se establecen las normas de calidad y seguridad para la donacion, y
segun la Sociedad Espafiola de Fertilidad (SEF) (Castilla et al., 2020) y la
Comisién Nacional de Reproduccion Humana Asistida (CNRHA, 2021) se
establecen una serie de recomendaciones y criterios para evaluar el riesgo de
transmision de enfermedades genéticas a la descendencia en tratamientos de
reproduccion asistida con donantes de gametos, con la intencion de aceptar

donantes de bajo riesgo reproductivo. Para ello se incluye la realizacién de un
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cariotipo en sangre periférica, la recogida de la historia clinica personal y familiar

y el estudio de enfermedades de herencia recesiva.

En relacion con la realizacion del cariotipo, son diferentes sociedades
cientificas las que recomiendan, en mayor o menor medida, la realizacion de
cariotipo a donantes de gametos (Practice Committee of the American Society
for Reproductive Medicine and the Practice Committee of the Society for Assisted
Reproductive Technology, 2013; Clarke et al., 2019; EDQM, 2019; Health
Canada Directive, 2019; Castilla et al., 2020). Sin embargo, la prevalencia
descrita de alteraciones cromosémicas en esta poblacion es muy diferente segun
los autores, habiéndose descrito en donantes de semen una frecuencia en torno
a un 0.6% (Siffroi et al., 2004) y en donantes de ovocitos entre un 0.7% y un
11.7% (Siffroi et al., 2004; Ravel et al., 2007). Ninguna de estas guidelines
establece como interpretar los resultados obtenidos, pues es discutida la
repercusion de determinadas alteraciones cromosomicas, como los
polimorfismos cromosémicos, en la capacidad reproductiva (Tempest y Simpson,

2017; Hastings et al., 2007; Cheng et al., 2017; Akbas et al., 2012).

En cuanto a las enfermedades de herencia recesiva, se debe evaluar la
carga genética en relacion a la existencia de genes autosémicos recesivos de
acuerdo al conocimiento cientifico y a la prevalencia conocida en la etnia del
donante. Actualmente, la evaluacion genética de este tipo de enfermedades se

realiza mediante test de portadores ampliados o universales.

Los test de portadores evalltan un numero determinado de genes,

asociados a enfermedades de herencia recesiva, tanto autosémicos como



Resumen

ligados al cromosoma X, lo que nos permite conocer el estado de portador para

las enfermedades que han sido incluidas en el panel.

Existen principalmente dos tipos de test de portadores en el mercado, que

se diferencian en la forma en la que analizan los datos o variantes de los genes

incluidos en cada panel:

Test de genotipado: independientemente de la técnica que utilicen para
secuenciar el DNA, realizan un andlisis dirigido de variantes. Es decir, las
variantes genéticas que pueden ser detectadas son establecidas
previamente al andlisis molecular. Asi, el resultado que podemos obtener
en los test de genotipado son la presencia o ausencia de aquellas

variantes que han sido definidas con anterioridad al andlisis de la muestra.

En la actualidad, son varios los paneles de genotipado que se usan en el
ambito de la reproduccién humana asistida. Cabe destacar que estos
paneles de genotipado son diversos, en cuanto al nUmero y tipo de genes
gue analiza y respectos al numero y tipo de variantes que incluyen
(Lazarin et al., 2013; Abuli et al., 2016; Molina et al., 2020; Molly et al.,

2021).

Test de secuenciacién de gen completo y analisis no dirigido de variantes
(Test NGS): A diferencia del anterior no define previamente qué variantes
de interés quiere detectar, sino que analiza todas las variantes
encontradas en el proceso de secuenciacion de gen completo (regiones

codificantes) e informan de todas aquellas variantes que tienen un
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potencial papel patogénico (variantes clasificadas como patogénicas y/o
probablemente patogénicas). Debido a que realiza un analisis no dirigido
de variantes, esta técnica presenta mayor capacidad de detectar
individuos portadores que los paneles de genotipado (Lazarin et al., 2013;

Abuli et al., 2016; Molina et al., 2020).

El desarrollo de las nuevas técnicas de secuenciacion masiva ha
permitido elaborar paneles de portadores ampliados de aplicacion universal para
todos los donantes de gametos, independientemente a su origen étnico, a coste
y tiempo razonables (Arjunan et al., 2016; Azimi et al., 2016; Nazareth et al.
,2015; Prior et al., 2014). A pesar de los avances en las técnicas de andlisis
genético, actualmente no existe un consenso que determine cudles son las
enfermedades que se deben incluir en los test de portadores aplicados a
donantes de gametos, ni la forma en que se deben analizar dichos genes, si
mediante genotipado o mediante analisis completo de los genes (Castilla et al.,

2020).

Los test de portadores informan del estatus de portador/no portador de
determinadas enfermedades genéticas, lo que nos permite evaluar el riesgo
reproductivo para las enfermedades incluidas en los test. El proceso mediante el
que se compara la informacién genética de ambos progenitores y se establece
el riesgo reproductivo se conoce como matching genético. La exactitud y
precision del emparejamiento genético, va a depender de los genes analizados

y de las variantes patogénicas estudiadas en cada gen.
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La elevada heterogeneidad de los paneles disponibles en el mercado
implica que exista una alta heterogeneidad de los riesgos reproductivos
dependiendo del panel que apliquemos (Lazarin et al., 2013; Abuli et al., 2016;
Molina et al., 2020; Molly et al., 2021). Asi se demuestra en diferentes estudios
en los que la probabilidad de matching genético de alto riesgo presenta grandes
variaciones oscilando entre 3-16% (Molina et al., 2020; Matrtin et al., 2015; Punj

et al., 2018).

Por ello, es fundamental determinar la influencia que tiene la eleccién de
un determinado test de portadores en el célculo de los riesgos reproductivos y
transmitir esta informacién a las parejas que comienzan tratamientos de

reproduccion asistida, especialmente cuando recurren a gametos de donante.

La situacion planteada anteriormente es especialmente importante en el
caso del gen CFTR, asociado a la fibrosis quistica, debido a que se trata de una

enfermedad con elevada heterogeneidad clinica y genética.

Existe una amplia variedad de paneles de mutaciones del gen CFTR, que
estudian un namero limitado de variantes, tedricamente establecidas segun la
frecuencia poblacional y asociadas a fenotipo grave. Dada la gran diversidad de
variantes descritas en el gen CFTR, la deteccidén de individuos portadores de
fibrosis quistica utilizando estos paneles dirigidos es limitada. Esta limitacion es
especialmente aparente en subpoblaciones como la hispanica, en la que las
mutaciones no estan bien caracterizadas a pesar de los grandes esfuerzos que

se han hecho (Kammesheidt et al., 2006).
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Dada a la alta prevalencia de fibrosis quistica, todas las sociedades
cientificas recomiendan el cribado de esta enfermedad en donantes de semen
(Charles et al., 2010). Sin embargo, la mayoria de ellas no especifica de forma
detallada qué variantes deben ser incluidas en el estudio y cuales no, si el
screening debe ir dirigido hacia una forma clinica determinada o a todo el
espectro de sintomas clinicos asociados a fibrosis quistica o si el gen CFTR debe
estudiarse por secuenciacion completa del gen o bien si debe analizarse

mediante genotipado.

2. Hipotesis

El cribado genético de portadores de enfermedades recesivas en
donantes de gametos, especialmente de fibrosis quistica, tiene la misma
seguridad reproductiva si se realiza con secuenciacion completa del gen (NGS)

o con analisis dirigido de variantes (genotipado).

Los diferentes test de genotipado utilizados como test de portadores de
enfermedades recesivas en donantes de gametos en el ambito de reproduccién
humana asistida en Espafia presenta alta homogeneidad en cuanto a las

variantes analizadas en genes comunes.

3. Justificacion

El problema al que nos enfrentamos es que el avance tecnoldgico y el
avance en el conocimiento cientifico no van acompafados de una actualizacién
en la legislacién que regula estos procesos y en muchas ocasiones tampoco en

las recomendaciones de préctica clinica publicadas por diferentes sociedades



Resumen

cientificas. En el caso del cribado genético en donantes de gametos no existen
criterios claramente establecidos de como se debe proceder y, como
consecuencia, no hay unanimidad en los criterios y en los test genéticos que se
aplican en los diferentes bancos de gametos, ni en los test de cribado de

portadores que elaboran diferentes compafias genéticas.

La heterogeneidad existente en los criterios y test utilizados para el
cribado genético de donantes puede repercutir de forma directa sobre los riesgos
reproductivos, incluso cuando los pacientes recurren a tratamientos con
donantes de gametos seleccionados mediante matching genético, proceso

actualmente recomendado por varias sociedades cientificas.

Cabe hacer hincapié en la fibrosis quistica, debido a que su estudio en
donantes de gametos es recomendado por la mayoria de las sociedades
cientificas, nacionales e internacionales, y a que presenta una alta variabilidad
genotipica y fenotipica. Estos dos factores dificultan especialmente la
interpretacion de los datos genéticos obtenidos en el cribado de portadores de

esta enfermedad.

Existen recomendaciones generales en relacién a la elaboracion de estos
test de portadores, pero se desconoce su rendimiento y la repercusion que puede
suponer la aplicacion de cada uno de ellos en los tratamientos de reproduccién
asistida con gametos donados. Por ello, resulta fundamental analizar, estudiar y
evaluar los diferentes test genéticos disponibles en el mercado y que son
generalmente utilizados, tanto en Espafia como en el extranjero, para el cribado

de portadores en donantes de gametos.
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4. Objetivos

1. Analizar la frecuencia de portadores de alteraciones y polimorfismos

cromosomicos en donantes de gametos.

2. Determinar la frecuencia de portadores de enfermedades recesivas en
donantes de gametos que han sido analizados mediante secuenciacion
completa de los genes y comparar los resultados con los que se habrian
obtenido si se hubieran aplicado los 3 test de genotipado que se usan
comunmente como cribado de portadores en los diferentes bancos de

gametos en Espafa.

3. Determinar la frecuencia de portadores de fibrosis quistica en donantes
de gametos en Espafia cuando son analizados mediante secuenciacion
completa del gen CFTR y comparar los resultados con los que se habrian
obtenido si se hubieran aplicado los 4 test de genotipado de CFTR que
son ampliamente utilizados en los diferentes bancos de gametos en

Espania.

4. Determinar la probabilidad de matching de alto riesgo en tratamientos de
reproduccion asistida que utilizan doble donacién de gametos cuando se
aplican los test de portadores de enfermedades recesivas mediante
secuenciacion completa del gen y estimar la probabilidad de matching de

alto riesgo que se hubiera obtenido aplicando los test de genotipado.

10
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5. Materiales y métodos

Entre enero de 2017 y agosto de 2020, 5879 personas interesadas en la
donacién de gametos, con edad comprendida entre 18 y 35 afios, se incluyen en
un proceso de seleccién en el programa de donacién, que consta de tres fases
secuenciales: en primer lugar, se realiza una entrevista informativa; en segundo
lugar, se realiza la recogida de la historia clinica personal y familiar y la
evaluacion psicologica; y en tercer lugar, se realiza la exploracion fisica y andlisis

de semen o ecografia vaginal, en varones o mujeres, respectivamente.

Se lleva a cabo la entrevista informativa en 5879 individuos interesados
en la donacién de gametos, 4125 candidatos a donantes de semen (CDS) y 1754

candidatas a donantes de ovocitos (CDO).

A los candidatos que aceptan las condiciones en la entrevista informativa
previa se les realiza la recogida de la historia clinica personal y familiar, en la
que se incluye informacion clinica de 4 generaciones familiares, lo que nos
permite sospechar la presencia de enfermedades con herencia dominante,
alteraciones familiares en el cariotipo o enfermedades multifactoriales que
presenten un patrén de agregacion familiar y que pudieran conllevar un aumento
del riesgo reproductivo, con respecto al riesgo poblacional, para la

descendencia.

Finalmente, son 2941 varones los que continian en el proceso y se les
realiza un analisis de semen. Todas las muestras de semen fueron obtenidas en

el banco de gametos mediante masturbacion tras 3-5 dias de abstinencia sexual.

11



Avances en el Cribado Genético en Donantes de Gametos

Son aceptados los candidatos cuyos parametros seminales cumplen los criterios
de calidad seminal minimos establecidos por el banco de gametos, los cuales
son superiores a los valores de referencia establecidos en el percentil 5 (Intervalo
confianza del 95%) por la Organizacion Mundial de la Salud (WHO, 2010). Tras
el analisis seminal y posterior test de descongelacion 895 candidatos a donantes

de semen son aceptados como donantes de semen (DS).

Se realiza exploracion fisica y ecografia vaginal, para valoracion
ginecoldgica, a 1310 CDO que continuaron en el proceso de seleccion tras la
entrevista y recogida de historia clinica. El criterio de seleccién se establece en
base al recuento de foliculos antrales (RFA). Tras la revision ginecoldgica 923
candidatas a donantes de ovocitos son aceptadas como donantes de ovocitos

(DO).

A todos los DS y DO que han sido finalmente aceptados se les realiza el
andlisis del cariotipo en sangre periférica y un test de portadores de 302
enfermedades genéticas de herencia recesiva mediante secuenciacion completa

del gen y analisis no dirigido de variantes (test qCarrier Plus).

Se evallan las variantes patogénicas halladas en los donantes de
gametos y se calcula la probabilidad de matching de alto riesgo en TRA con

doble donacion de gametos.

Ademas, se estiman los resultados que se habrian obtenido si se

hubieran aplicado los diferentes test de genotipado mas utilizados en Espafia en
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el ambito de reproduccién humana asistida en donantes de gametos (panel H,

panel SG y panel I).

6. Resultados

La prevalencia de alteraciones cromosOmicas que se encontraron en
donantes de semen fue del 0.34% y del 0.7% en las donantes de ovocitos.
Siendo las alteraciones estructurales en autosomas las que se encontraron con

mayor frecuencia en donantes de gametos.

De los 1818 donantes de gametos aceptados en el programa de donacién
(923 donantes de ovocitos y 895 donantes de semen), 1470 (80,86%) fueron
portadores de al menos una variante patogénica (729 donantes de semeny 741
donantes de ovocitos), no existiendo diferencias estadisticamente significativas

entre ambas poblaciones.

De los 302 genes analizados, se detectaron variantes patogénicas en 236

genes diferentes, 14 de los cuales son genes ligados al cromosoma X.
En estos 236 genes se hallaron un total de 3079 variantes patogénicas
(1506 en donantes de semen y 1573 en donantes de ovocitos).

De los 236 genes en los que se detectaron variantes patogénicas
mediante el test qCarrier Plus, solamente 100 genes son estudiados de forma

comun por los tres test de genotipado analizados (genes comunes).

En los 100 genes comunes, se detectaron 1741 variantes patogénicas

totales, entre las cuales se encuentran 607 variantes diferentes. De las 607
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variantes diferentes, 137 (22.6%) habrian sido detectadas por los tres test de
genotipado y 271 variantes diferentes (44,7%) no habrian sido detectadas por

ninguno de los tres test de genotipado analizados.

De las 607 variantes patogénicas diferentes detectadas en nuestro
estudio con secuenciacion completa de los genes, solo 378 variantes habrian
sido clasificadas como patogénicas/probablemente patogénicas por ClinVar. De
las 229 restantes, 102 variantes producirian proteinas truncadas y 150 variantes
habrian sido descritas en la literatura asociadas a enfermedades. Cabe destacar
que 124 de las variantes patogénicas halladas en nuestro estudio no habrian
sido descritas por ClinVar, dando lugar el 76.6% de las mismas a proteinas

truncadas.

En relacion al gen CFTR, se hallaron 59 variantes diferentes, de las que
tan solo 13 habrian sido analizadas de forma comun por los 4 test de genotipado
analizados para la fibrosis quistica y 32 variantes no habrian sido estudiadas por
ninguno de los test de genotipado De estas 32 variantes, 16 estan clasificadas
como patogénicas y/o probablemente patogénicas por ClinVar y 6 de ellas estan
clasificadas como A o B (asociada a fibrosis quistica o a clinica relacionada con

fibrosis quistica) por Castellani et al. (2015).

La probabilidad de matching de alto riesgo obtenida con doble donacion
de gametos cuando se realiza secuenciacion completa del gen fue del 5,6%,
mientras que la de embrién afecto seria del 1,4%. Si se hubieran aplicado los

tres test de genotipado analizados (panel H, panel SG y panel I), se habrian
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obtenido probabilidades de matching de alto riesgo del 0,6%, 2,7% y 0,8% y

probabilidades de embrion afectos del 0,2%, 0,7% y 0,2%, respectivamente.

7. Discusion

Se observaron el doble de alteraciones cromosémicas en donantes de
ovocitos que en donantes de semen (0,7% vs 0,34%), lo que coincide con lo
observado en otros estudios (Ananthapur et al., 2010). Esto puede deberse a las
diferencias existentes en el protocolo de cribado entre los DS, en el que se
realiza un analisis de semen de cribado previo al cariotipo, y las DO, a las que

no se realiza un cribado similar previo al cariotipo.

Un porcentaje superior al 80% de los donantes analizados fueron
portadores de al menos una variante patogénica, porcentaje similar a lo
observado en otros estudios que utilizan, al igual que nosotros, estudio del gen
completo y andlisis no dirigido de variantes (Ceyhan-Birsoy et al., 2019; Martin
et al., 2015; Punj et al., 2018). En cambio, el porcentaje obtenido en nuestro
estudio es superior a los observados por otros grupos que utilizaron genotipado
y obtuvieron frecuencias de portadores de un 24% y un 56% (Abuli et al., 2016;

Lazarin et al., 2013).

De los 236 genes en los que se hallaron variantes patogénicas en nuestro
estudio, solo 100 de ellos estaban incluidos en los 3 test de genotipado
analizados (genes comunes). Hubo 27 genes que no eran estudiados por
ninguno de los tres test de genotipado y 8, 32 y 4 genes que se estudiaban de

forma exclusiva por los paneles, H, SG e |, respectivamente. Esto muestra la
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marcada heterogeneidad que presentan los diferentes paneles de genotipado en
relacion a los genes analizados, lo cual ha sido previamente descrito por Molly
et al. (2021) y otros autores (Ben-Shachar et al., 2019; Chokoshvili et al., 2018;

Molina et al., 2021).

Cabe destacar que de las 607 variantes patogénicas diferentes que se
hallaron en los 100 genes comunes el 44.7% no habrian sido detectadas por
ningun test de genotipado y que solo el 22,6% de las mismas habrian sido
detectadas por los tres test de genotipado. Esto demuestra que lo paneles de
genotipado también presentan alta heterogeneidad en relacion a las variantes
analizadas, incluso cuando hablamos de genes comunes, y que los resultados
obtenidos mediante genotipado subestiman la frecuencia de donantes
portadores, lo cudl se asocia a un mayor riesgo residual de ser portador ante un
resultado negativo del test, tal y como demuestran otros estudios (Abuli et al.,

2016; Lazarin et al., 2013; Molina et al., 2020; Silver et al., 2016).

Por otro lado, existe cierta controversia respecto a la consistencia de la
clasificacion de las variantes en la base de datos de ClinVar (Yang et al., 2017,
Amendola et al., 2016). Nuestro analisis registré un alto porcentaje de variantes
patogénicas no descritas en ClinVar, siendo 76,6% de las mismas
disfuncionales. Este hallazgo coincide con el descrito por Silver et al. (2016),
quienes informaron que dos tercios de las variantes disfuncionales encontradas

en su estudio en donantes de semen no estaban registradas en ClinVar.

En relacion al gen CFTR, solamente el 22% de las diferentes variantes

halladas estan incluidas en los 4 test de genotipado analizados, lo que muestra
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la poca homogeneidad existente entre los test de genotipado para la fibrosis
quistica, lo cual ha sido previamente descrito por otros autores (Molina et al.,

2020; Ben-Shachar et al., 2019; Amendola et al., 2016; Kanavakis et al., 2003).

La sensibilidad clinica y diagnéstica obtenida con los test de genotipado
para el gen CFTR muestra las limitaciones de estos test para detectar portadores
de FQ, corroborando hallazgos de investigaciones previas (Kammesheidt et al.,
2006; Simpson et al., 2019). Los resultados obtenidos estan en linea con los
descritos anteriormente en poblaciones del sur de Europa, que presentan alta
heterogeneidad molecular y en las que los paneles comerciales cubren del 50%
al 75% de las variantes (Molina et al., 2020; Ben-Shachar et al., 2019; Amendola

et al., 2016; Kanavakis et al., 2003).

Cabe destacar que el test SG presenta una sensibilidad clinica del 64,57%
para detectar numero total de donantes portadores de alguna variante en CFTR,
pero muestra una sensibilidad clinica de solo un 18,86% para detectar donantes
portadores de variantes que el test de SG considera causantes de fibrosis
quistica. Lo que demuestra que un mismo test genético puede tener diferentes
tasas de deteccion dependiendo de si su aplicacion va dirigida hacia alguna
forma clinica determinada de FQ, tal y como muestran otros autores (Lucarrelli

et al., 2016; Strom et al., 2011; Rowntree et al., 2003).

La probabilidad de obtener un matching de alto riesgo en tratamientos con
doble donacién de gametos, teniendo en cuenta los 100 genes comunes Yy
realizando secuenciacién completa del gen, es del 5,5% y del 0,6% -2,7% si

aplicaramos los test de genotipado evaluados. Los resultados obtenidos en
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nuestro estudio estan dentro del rango descrito en otros estudios previos, que
han informado tasas de matching de alto riesgo del 3-16% en parejas que se
someten a tratamientos de reproduccion asistida, ya sea con sSus propios
gametos o0 mediante la donacion de gametos masculinos o femeninos (Abuli et
al., 2016; Martin et al., 2015; Punj et al., 2018). En cambio, los resultados de
matching de alto riesgo obtenidos con las pruebas de genotipado estan por
debajo del rango descrito por otros autores. Esta discrepancia puede ser debida
a la menor tasa de deteccion de individuos portadores cuando se utilizan pruebas
de genotipado (Lazarin et al, 2013; Abuli et al., 2016; Molina et al., 2020; Silver

et al., 2016).

8. Conclusiones

1. La realizacion de los test de portadores mediante genotipado, en
comparacion con la realizacién de los mismos mediante secuenciacion
completa de los genes, se asocia a mayor riesgo reproductivo incluso

cuando se realiza matching genético.

2. Se recomienda realizar secuenciacion completa de los genes, como
método de analisis genético, para el cribado de enfermedades recesivas

en donantes de gametos.

3. Para disminuir el riesgo reproductivo de fibrosis quistica en todo su
espectro clinico, cuando se realizar matching genético, se recomienda

realizar estudio completo del gen CFTR y analisis no dirigido de variantes.
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Es necesario que las sociedades cientificas establezcan criterios claros
sobre las enfermedades recesivas que se deben incluir en los test de
portadores y sobre las variantes que deben analizarse en cada gen,

especialmente en el gen CFTR.

Cada tratamiento de reproduccion asistida con donacién de gametos debe
ser acompafiado de una consulta de asesoramiento genético pretest y

postest.
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1. Técnicas de reproduccion asistida con donacion de

gametos

En los paises desarrollados la necesidad de recurrir a técnicas de
reproduccion asistida con donacidon de gametos va en aumento debido
principalmente al retraso en el deseo reproductivo como consecuencia, entre
otros factores, de la incorporacion de la mujer al mercado laboral. Esto ha llevado
a que la edad media de las mujeres que se realizan tratamientos de reproduccion
asistida en Espafia esté en torno a los 38 afos. Con el aumento de la edad de
la mujer existe una disminucion de la reserva ovarica, acompafiada de una
disminucién de la calidad ovocitaria, lo que conlleva una disminucion de la
capacidad reproductiva y un aumento del riesgo de aborto y alteraciones fetales.
En Europa los tratamientos de reproduccion asistida con gametos de donante
han aumentado significativamente en los ultimos 5 afios, especialmente la
donacion de ovocitos, ayudada por los avances en la vitrificaciébn ovocitaria. En
Europa, en este periodo de tiempo, se han duplicado los tratamientos de
reproduccion asistida (TRA) con ovocitos donados (Gliozheni et al., 2016; Wyns

et al., 2020).

Por otro lado, en los paises desarrollados también se observa una mayor
necesidad del uso de semen de donante debido principalmente al aumento de
mujeres con deseo de maternidad en solitario y al deseo reproductivo de parejas

leshianas.

La donacién de gametos en Espafia y en Europa es, por tanto, una

necesidad cada vez mayor. Segun las estadisticas de la Sociedad Espafiola de
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Fertilidad (SEF) los tratamientos de reproduccion asistida con donacion de
gametos suponen el 38% de todos los tratamientos de reproduccion asistida que
se realizan en Espafa. En base a los datos obtenidos en el registro nacional de
la SEF de 2019, se han llevado a cabo mas de 29.000 ciclos con donacion de
ovocitos y mas de 27.000 ciclos con donacién de semen (Informe Registro

Nacional SEF, 2019)

2. Regulacién de ladonacion de gametos

Los donantes de gametos son seleccionados aplicando rigurosos
programas de cribado, que siguen la normativa legislativa vigente y las
recomendaciones de las diferentes sociedades cientificas, tanto nacionales
como internacionales, buscando no solamente el éxito de embarazo, sino reducir

el riesgo de enfermedad genética en la descendencia.

2.1 Regulacion legislativa espafiola

En Espafa, la donacion de gametos esta regulada por la ley 14/2006, de 26
de mayo, sobre técnicas de reproduccion humana asistida (Ley 14/2006) y el
Real Decreto-Ley 9/2014, de 4 de julio, por el que se establecen las normas de
calidad y seguridad para la donacién, la obtencion, la evaluacion, el
procesamiento, la preservacion, el almacenamiento y la distribucion de células y
tejidos humanos y se aprueban las normas de coordinacion y funcionamiento
para su uso en humano (RD-Ley 9/2014). Recientemente, la Comision Nacional
de Reproducciéon Humana Asistida (CNRHA, 2021) ha publicado un documento

sobre el estudio basico de donantes de gametos (femeninos y masculinos), en
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el que manifiestan una serie de recomendaciones y criterios relacionados con el
protocolo de estudio basico en donantes de gametos y sobre los motivos por los
gue no pueden ser aceptados los aspirantes a donantes de gametos.

Teniendo en cuenta las leyes y recomendaciones anteriormente
mencionadas, el cribado de donantes de gametos debera cumplir los siguientes
criterios:

- Chlamydia y Gonococo en orina (PCR) - Negativos

- Test seroldgicos - Enfermedad no activa

o HIV 1y 2: anticuerpos HIV-1, 2 y antigeno p24

o Hepatitis B: antigenos HBs / Anticuerpos anti HBc.

o Hepatitis C: Anticuerpos Anti VHC.

o Sifilis: Prueba reaginica (RPR) en combinacion con prueba
treponémica (TPHA-Treponema pallidum Haemagglutination-)

o Test adicionales a valorar segun factores riesgo: HTLV-l y I,
Malaria, Toxoplasma, Tripanosoma cruzi, dengue, virus Epstein
Barr (VEB), citomegalovirus (CMV)....

- Evaluaciéon del riesgo de transmision de enfermedades genéticas —>

Donantes con bajo riesgo de transmision de enfermedades genéticas.

o Se debe revisar y evaluar la historia médica personal y familiar de
los donantes, de forma que nos permita identificar cualquier factor
gue pueda representar un riesgo para la salud de terceros, como la
existencia de antecedentes familiares de enfermedades con
herencia dominante o asociadas a alta susceptibilidad genética y

que puedan afectar a la descendencia. Para ello, se recoge la
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historia clinica personal y familiar de 4 generaciones para cada
candidato a donante, de forma que nos permita evaluar el riesgo de
este tipo de patologias.

o Se llevara a cabo una evaluacién de la carga genética en relacion a
la existencia de genes autosémicos recesivos de acuerdo al
conocimiento cientifico y a la prevalencia conocida en la etnia del
donante. La evaluacion genética de este tipo de enfermedades
actualmente se realiza mediante test de portadores de
enfermedades recesivas.

o Segun las recomendaciones de la SEF (Castilla et al., 2020) y de la
CNRHA (CNRHA, 2021), se debe realizar un estudio basico
(“screening basico”) obligatorio en todos los donantes de gametos,
gue incluye el analisis de CFTR, GJB2, HBA1, HBA2, HBB, SMN1
y FMR1, este ultimo gen Unicamente en las donantes de ovocitos.
De forma que:

= Donantes de gametos portadores de variantes patogénicas
en los genes incluidos en el screening basico: deberan ser
asignado obligatoriamente mediante matching genético.

= Donantes de gametos no portadores de variantes
patogénicas en los genes incluidos en el screening basico:
pueden ser asignados sin matching genético.

o Cabe destacar que ni la SEF, ni la CNRHA, ni la ley indican
especificamente como debe realizarse el estudio de los genes

incluidos en el screening basico de donantes de gametos, Si

26



Introduccion

mediante el analisis dirigido de variantes (genotipado) o mediante
el andlisis completo de los genes.

o Por otro lado, se recomienda realizar el estudio del cariotipo en
todos los donantes de gametos para valorar posibles alteraciones

cromosomicas.

3. Conceptos basicos de genética

El genoma hace referencia al conjunto completo de &cido
desoxirribonucleico (DNA) de un organismo, un compuesto quimico que contiene
las instrucciones genéticas necesarias para desarrollar y dirigir las actividades
de cada organismo. Las moléculas de DNA nuclear en células eucariotas son
lineales, estan compuestas por dos cadenas que se enrollan entre si de forma
antiparalela para generar una estructura de doble hélice.

Cada hebra esta formada por un esqueleto de grupos azucar-fosfato
unidos cada uno de ellos a una base nitrogenada, adenina (A), timina (T),
guanina (G) o citosina (C). Cada una de estas unidades, formadas por el grupo
azucar + fosfato + base nitrogenada, se les denomina nucleétidos y se unen
entre si mediante enlaces fosfodiéster, dando lugar a un polimero lineal que
conforma la estructura primaria del DNA.

La estructura secundaria del DNA fue propuesta por James Watson y
Francis Crick y la llamaron el modelo de doble hélice de DNA. Este modelo esta
formado por dos hebras de nucleétidos, situadas de forma antiparalela, es decir,
una orientada en sentido 5' — 3' y la otra de 3' — 5' y enrolladas de forma

helicoidal en torno a un eje imaginario. Ambas hebras se unen formando puentes
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de hidrégeno entre las bases nitrogenadas que se enfrentan de forma especifica,

una A siempre se empareja con una T y una C siempre con una G (Figura I).

Figura I. Estructura secundaria del DNA, doble hebra antiparalela con las

bases nitrogenadas, A-T y G-C, enfrentadas.
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Figura |. Magalhaes, 2021. https://www.todamateria.com.br/dna/

El DNA es una molécula de gran extension que se encuentra ubicada
dentro del nucleo, cuya dimension es mucho menor. Para ello, el DNA sufre un
proceso de empaquetamiento gracias a la estructura terciaria y cuaternaria que
adopta esta molécula. La doble hélice de DNA se enrolla alrededor de una
estructura proteica formada por un octamero de histonas (H2A, H2B, H3 y H4),
generando la formacion del nucleosoma, estructura terciaria del DNA. Los

nucleosomas se compactan alin mas, pasando por una estructura cuaternaria,
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para conseguir la compactacion de la cromatina interfasica de 300 nm o la
compactacion de 1400 nm cuando la célula entra en la etapa de metafase en la
division celular, estructura tipica conocida del cromosoma analizado en los
cariotipos (Figura II).

Figura Il. Empaquetamiento de la cromatina. Estructura secundaria,

terciaria y cuaternaria del DNA.
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Figura 1l. Kumar, 2002. Clinical Medicine. 5th edition. W. B. Saunders Company.

El orden de secuencia de las bases nucleotidicas en el DNA determina,
mediante el proceso de transcripcion, la secuencia de bases nucleotidicas del
RNA mensajero (RNAm). La secuencia de bases en el RNAm define, mediante
el proceso de traduccion, cual sera la secuencia de aminoacidos en la proteina
gue se va a sintetizar. Cada triplete de nucleétidos (codon) determinara la sefial

de inicio de sintesis de la proteina, la incorporacion de un determinado
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aminoacido o la sefial de final de la secuencia, todo ello definido por el cédigo

genético (Figura Il y Figura V).

Figura lll. Proceso de transcripcion de DNA a RNAm y proceso de

traduccion del RNAm a proteina.
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Figura 1. Khan Academy. Etapas de la transcripcion.

ARNi

https://es.khanacademy.org/science/ap-biology/gene-expression-and-regulation/transcription-

and-rna-processing/a/overview-of-transcription
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Figura IV. Cddigo genético. Combinaciones posibles de tripletes en el
RNAmM que determinan las sefiales de inicio y fin de la sintesis de la proteina y

la incorporacion de los diferentes amino&cidos.

Segunda Letra
U C A G

UUU Phe | UCU Ser | VAU Tyr | UGU Cys | U

UUC Phe | UCC Ser | UAC Tyr | UGC Cys | C

U UUA Leu | UCA  Ser stop Y stop| A

UUG Leu | UCG  Ser STOP| UGG Try G

CUU Leu | CCU Pro | CAU His | CGU Ag | U
© c CUC Leu | CCC Pro | CAC His | CGC Ag | C al
@ CUA Leu | CCA Pro | CAA GIn | CGA Arg A P~
T'u CUG Leu | CCG Pro | CAG Gn | CGG Ag | G @
o AUU Iso | ACU Thr | AAU Asn | AGU Ser | U ﬁ
E A AUC Iso ACC Thr AAC Asn AGC Ser C f_D..
E AUA Iso | ACA Thr | AAA Lys | AGA Arg | A o

Met ACG Thr AAG Lys AGG Arg G

GUU Val | GCU Ala | GAU Asp | GGU Gy | U

G GUC Val | GCC Ala | GAC Asp | GGC Gy | C

GUA Val | GCA Ala | GAA Glu | GGA Gy | A

GUG Val | GCG Ala | GAG Glu | GGG Gly | G

Figura V. Bioinnova. El cédigo genético.

https://www.innovabiologia.com/biodiversidad/diversidad-animal/el-codigo-genetico/

El genoma nuclear humano contiene aproximadamente 3 mil millones de
pares de bases, que residen en los 23 pares de cromosomas, dentro del ndcleo
de cada una de nuestras células. Cada cromosoma puede contener de cientos
a miles de genes, que llevan las instrucciones para producir proteinas o
transcritos. Se estima que genoma humano contiene aproximadamente 30.000
genes, cada uno de los cuales produce un promedio de 3 proteinas. En los seres
humanos la suma de todos los genes representa aproximadamente el 2% de

nuestro genoma.

El gen es la unidad funcional y fisica basica de la herencia, que contiene

la informacion necesaria para codificar una determinada proteina o un RNA
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funcional. El gen presenta una regién promotora, situada aguas arriba de la
unidad transcripcional. La unidad transcripcional de un gen esta constituida
fundamentalmente por regiones que podemos dividir en dos grupos, los exones
y los intrones. Los exones hacen referencia a las regiones del DNA que se
podran mantener en el RNAmM maduro y que podran ser traducidas a proteinas.
En cambio, las regiones intronicas, son las regiones de la secuencia del gen que
no codifican directamente para proteinas, sino que son eliminadas durante el
proceso de maduraciéon del mRNA mediante el llamado splicing o empalme,
proceso en el que principalmente los intrones, y a veces algunos exones, son
eliminados (Figura V).

Figura V. Estructura de un gen en el DNA, proceso de transcripcion de

DNA, proceso de splicing en RNA primario, maduracion del RNAm y traduccién

del RNAm a proteina.
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Figura V. Calvo, 2017. Estructura del gen. https://www.diegocalvo.es/definicion-de-
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Gracias al fenomeno de splicing alternativo un mismo gen puede producir
diferentes proteinas. Se cree que entre el 30-60% de los genes humanos sufren
el proceso de splicing alternativo. Mediante este proceso, algunos exones
pueden ser eliminados junto con los intrones que los flanquean, de forma que se
crean diferentes versiones de ARN mensajeros, y con ello diferentes proteinas,
a partir de un mismo gen. Cabe anotar que el proceso de splicing alternativo, no
es de ninguna manera un proceso aleatorio, sino que se trata de un proceso
estrictamente regulado que ha evolucionado de manera que las diferentes

proteinas asi creadas sean todas funcionales.

Actualmente, se conoce que las regiones intrénicas son regiones activas
ya que influyen en la regulacion de la expresion del DNA, afectando a los niveles
de transcripcion, exportacién nuclear, estabilidad de la transcripcion, etc, tal y
como se ha demostrado en varias publicaciones (Morgan et al., 2019; Parenteau

et al., 2019; Shaul et al., 2017; Eghbalnia et al., 2020).

En relacion con el proceso de splicing, es importante resaltar que mas del
60% de las mutaciones que causan enfermedades en los seres humanos estan
relacionadas con errores de empalme, en lugar de errores en las secuencias de

codificacion (exones).

El estudio y la determinacion de la secuencia del DNA nos ayuda a
identificar cambios en la secuencia que pudieran estar vinculados con el
desarrollo de diferentes patologias. Para poder valorar el cambio en la secuencia
del DNA, ésta debe ser comparaba con una secuencia de referencia (hg19). El

proyecto Genoma Humano, desarrollado durante un periodo de 13 afios, nos
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permitié conocer la secuencia completa del genoma humano. Iniciado en 1990 y
finalizado en abril de 2003, cuando el Consorcio Internacional de Secuenciacion
del Genoma Humano anuncié una version esencialmente terminada de la
secuencia del genoma humano, que posteriormente ha sido mejorada y
actualizada. La finalizacion de este proyecto no solo marcé el comienzo de una
nueva era en la medicina, sino que también condujo a avances significativos en
los tipos de tecnologia utilizados para secuenciar el ADN, ademas proporciona
casi toda la informacion necesaria para realizar investigaciones utilizando el
genoma completo (https://www.nature.com/scitable/topicpage/dna-sequencing-

technologies-key-to-the-human-828/).

4. Tipos de variantes o mutaciones

4.1 Alteraciones genéticas

Este tipo de mutaciones hacen referencia a cambios que se producen en

la secuencia del DNA.

4.1.1 Mutaciones puntuales (SNPs)

Se consideran mutaciones puntuales o SNPs (de sus siglas en inglés
single-nucleotide polymorphism) aquellos cambios de sustitucion de una sola
base que altera la secuencia de nucleétidos del DNA. Estos cambios que se
producen en la secuencia del DNA pueden llevar a la sustitucion de la secuencia
de aminoéacidos en las proteinas resultantes. En base a ello, las mutaciones

puntuales se pueden clasificar en los siguientes grupos:

34



Introduccion

— Mutacion silenciosa o sinénima: se considera una mutacion neutral, ya
gue el cambio de nucledtido en la secuencia de DNA no supone un
cambio en la secuencia de aminoacidos en la proteina resultante,
debido a la degeneracion del cédigo genético (diferentes codones que
codifican para un mismo aminoacido) (Figura VI).

Figura VI. Mutacion silenciosa. Cambio en el DNA de una adenina por

una timina, sin cambio en la secuencia de aminoacidos en la proteina.

WIId-type 5" | |} | ] ] 1 ] 1 ] | ] 3’#5‘| ] 1 |} 1 I ] ] ] 1 I |3’
DNA AGCGTAC ! A AGCG A (
5" 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 |3‘ 5" 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 |3’
mMRNA AGCGUACCCUAC ™ AGCGUUCCCUA (
amino b e o e, e cemend e, St Ayt Nyt

acids N-{'ser) (val) fpro) (tyr -c N-{ser) (val) (pro) (tyr -C
Fig VI. https://courses.lumenlearning.com/microbiology/chapter/mutations/#return-
footnote-542-3
— Mutacion missense o con cambio de sentido: se produce el cambio de
un Unico nucleétido que provoca la aparicién de un nuevo codoén que
codifica para un aminoécido diferente al original (Figura VII).

Figura VII. Mutacion missense. Cambio en el DNA de una citosina por

una adenina, que provoca el cambio de una prolina por una treonina en la

proteina.
Wlld-type 5'l ] 1 ] 1 1 1 1 1 1 1 1 SI*S'I I 1 I ] ] 1 1 I 1 ] 1 3'
DNA AGCGTACCI( A AGCGTAR A (
mMRNA S pp—p—p———————— 3 '5'1 rrr-rer-r-r-r-r-r3'
AGCGUACCCUA AGCGUAACCUA(

acids ~ N-{ser) (Vall) (pro)) (yel-c  ~-{isen) (Val) (DD (oen-c

Fig VII.  https://courses.lumenlearning.com/microbiology/chapter/mutations/#return-
footnote-542-3
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— Mutacion nonsense o sin sentido: se produce el cambio de un Unico
nucleotido que provoca la aparicion de un codon de terminacion donde
antes habia un codon que codificaba para un aminoacido, de tal forma
gue causa la terminacion prematura de la proteina, por lo que sera
mas corta a la original y probablemente no funcional (Figura VIII).

Figura VIII. Mutacion nonsense. Cambio en el DNA de una citosina por

una guanina, que provoca el cambio de una tirosina por una sefial de parada de

sintesis de la proteina.

Wild'type 5'| (o L RO B R W D S 13‘ '5'1 (] P R R P R RO e 13'
DNA AGCGTA Al AGCGTA Al
mRNA 5'l 1 1 I 1 1 1 1 1 ) 1 l3' 5'l ] 1 ] 1 ] 1 1 1 1 1 l3’
A G GUA UA P AGCGUA UA
amino —~— e~ N e\ ), Amgmaedt’,  Simmagmad| Ml

acids N-{ser [val | (pro (tyr —C N-{ser [(val (pro E&JC

Fig VIII. https://courses.lumenlearning.com/microbiology/chapter/mutations/#return-
footnote-542-3

4.1.2 Inserciones y deleciones (Indels)

Este tipo de mutaciones suponen la incorporacion o eliminacién de
nucleétidos en la secuencia de DNA. En numero de nucle6tidos que se
incorporan o eliminan determina el efecto que tendra sobre la proteina resultante.
La incorporacién o eliminacion de 3 nucleétidos o mdultiplo de 3, supondra la
elongacion o acortamiento de la proteina, ya que cada 3 nucle6tidos (coddn) se

codifica un aminoécido.

En cambio, la incorporacion o eliminacién de un niumero de nucleétidos
no multiplo de 3, supone un cambio en el marco de lectura de la secuencia, que

comienza en el punto en donde se produce la insercién o delecion y a partir de
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la cual la proteina resultante sera totalmente diferente. Estas mutaciones
también son conocidas como frameshift (Figura IX).
Figura IX. Mutacion Frameshift. Delecion de dos nucleotidos de la

secuencia de DNA original, que provoca cambio en la secuencia de amino&cidos
en la proteina resultante a partir de punto en el que se produce la delecién.

. / T A removed
wﬂd-type S S L B iy o it B e e ' 3'_’5'1 Ot T R R Y R SR R 3'
DNA AGCG ( A | AGCG A

5’l 1 1 1 1 1 1 1 1 | 1 1 3, 5' 1 ] 1 I 1 | 1 1 | 1 1
MRNA AGCGUA UAC ™ AGCG UACUU

acids ~N-{ser) (Vall fpre) fyr-c N-fser) (BB @D I -c

Fig IX. https://courses.lumenlearning.com/microbiology/chapter/mutations/#return-
footnote-542-3

4.1.3 Mutaciones dinamicas (expansién de tripletes)

Este tipo de mutaciones se asocian a la amplificacion de secuencias
formadas por la repeticion en tAndem de un trinucledtido (triplete). Existen cuatro
tipos de tripletes cuya expansion resulta especialmente patogénica en seres
humanos: CGG/GCC, CAG/GTC, CTG/CAG y GAA/CTT. Las expansiones de
tripletes pueden causar diferentes efectos: desde la inactivacion de un gen hasta

alteraciones en el transporte del ARN mensajero y/o en la sintesis proteica.

Desde un punto de vista molecular presenta peculiaridades que justifican
que sean enmarcarlas en otro grupo de mutaciones, las denominadas
mutaciones dinamicas, ya que presentan inestabilidad de una generacion a la
siguiente, pudiendo aumentar o disminuir el numero de tripletes durante el
proceso de la gametogénesis. A este proceso se le asocia el fendmeno de

anticipacion, fenomeno por el que los signos y sintomas de algunas afecciones
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genéticas se tornan mas graves o aparecen en edades mas tempranas a medida
gue el trastorno pasa de una generacion a la siguiente, asociado a la expansion

de tripletes de una generacion a la siguiente.

4.2 Alteraciones cromosdémicas

Se refiere a aquellas alteraciones que provocan variaciones en el nimero

0 en la estructura normal de los cromosomas.

Dependiendo de si existe pérdida o ganancia de material genético o no,

las alteraciones cromosOmicas se pueden clasificar como:

- Alteraciones desequilibradas: suponen la pérdida o ganancia de material
genético y por ello se suelen asociar a manifestaciones fenotipicas
relacionadas con los genes implicados en la alteracion. En este grupo
podemos incluir a las deleciones, duplicaciones, cromosomas en anillo e
isocromosomas.

- Alteraciones equilibradas: se trata de cambios en la localizacién o posicion
de un segmento cromosdémico en las que normalmente no hay pérdida o
ganancia de material genético y no se suelen asociar a efectos fenotipicos
en los portadores de la alteracidon, excepto en algunos casos en los que
presentan alteraciones fenotipicas asociadas a cambios en la posicién. En
este grupo podemos incluir a las inversiones, translocaciones e

inserciones.
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4.2.1 Alteraciones cromosémicas numéricas

Suponen la pérdida o la ganancia de uno o varios cromosomas. Pudiendo

afectar tanto a los cromosomas sexuales (gonosomas) como a los autosomas.

4.2.1.1 Monosomias

El término monosomia se utiliza para describir la ausencia de uno de los
miembros de un par de cromosomas homologos. La Unica monosomia
compatible con la vida es la monosomia del cromosoma X, conocido como

sindrome de Turner (45, XO) (Figura X).

Figura X. Cariotipo de sindrome de Turner.
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Figura X. Cabrera, 2020. A propodsito de una paciente con sindrome de Turner: Reporte
de Caso. https://revistamedica.com/sindrome-de-turner-2/

4.2.1.2 Trisomias

El término trisomia se utiliza para describir la presencia de tres
cromosomas homélogos, en lugar del par de homologos habitual. Las trisomias

compatibles con la vida son la trisomia del cromosoma 21 o sindrome de Down
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(47,XX,+21) (Figura Xl), la trisomia del cromosoma 18 0 sindrome de
Edwards (47,XX,+18) y la trisomia del cromosoma 13 o sindrome de Patau
(47,XY,+13). Normalmente este tipo de alteraciones se deben a errores en la

meiosis de los gametos, principalmente femeninos, asociados a edad materna

avanzada.

Figura XI. Cariotipo Sindrome de Down
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Figura Xl. Willat, 2018. East anglian regional genetics service/science photo library.
https://www.msdmanuals.com/es-es/professional/multimedia/image/v39680845 es

4.2.2 Alteraciones cromosémicas estructurales
4.2.2.1 Variacién en el numero de copias (CNVs)

Las CNVs suponen la pérdida o ganancia desde cientos hasta cientos de

miles o millones de bases de nuestro DNA. También se conocen como grandes
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reordenamientos (grandes inserciones o deleciones) y muchas de ellas son

causantes de enfermedades hereditarias (Figura XII).

Habitualmente este tipo de mutaciones son estudiadas mediante técnicas
alternativas a las de secuenciacion del DNA, como la técnica MLPA-Multiplex (de
sus siglas en inglés Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification,
amplificacion de sondas tras ligacion mdultiple) o array-CGH (Comparative
genomic hybridization). Aunque si el tamafio de la pérdida o ganancia de material
genético es elevado (>4-5Mb), puede ser detectado mediante la realizacion del
cariotipo.

Figura Xll. Cambio en el numero de copias (CNVs). Delecion y

duplicaciéon de fragmentos de DNA.
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4.2.2.2 Inversiones

Reordenamiento cromosoOmico en el que el segmento se fragmenta y

vuelve a ser incorporado en su posicion, pero con la orientacion invertida en

41



Avances en el Cribado Genético en Donantes de Gametos

180°C. Las inversiones pueden clasificarse como pericéntricas o paraceéntricas,
dependiendo de si el fragmento incluye el centrdbmero cromosémico o no,

respectivamente (Figura XIII).

Figura XIII. Inversion pericéntrica y paracéntrica.
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4.2.2.3 Translocaciones

Tipo de anomalia en la que se produce la ruptura de un cromosoma en
particular y el segmento, producto de la ruptura, se une en un cromosoma

diferente (Figura XIV).

Puede haber translocaciones reciprocas, en las que dos cromosomas
intercambias regiones entre si (Figura XV), y translocaciones robertsonianas,
que se producen por la fusion de dos cromosomas acrocéntricos por sus
centromeros, que a menudo van acomparfiadas de la pérdida de los brazos cortos

de los cromosomas implicados (Figura XVI).
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Figura XIV. Translocacion no reciproca
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Figura XV. Translocacion reciproca, en la que se produce intercambio

cromosomico entre dos
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Figura XVI. Translocacibn Robertsoniana, entre dos cromosomas

acrocéntricos no homoélogos.
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4.2.2.4 Otras alteraciones cromosdmicas estructurales

- Cromosomas en anillo: se forma cuando ambos extremos de los brazos
de un mismo cromosoma se unen entre si. Para ello, es necesario que los
extremos de ambos brazos se pierdan para que puedan unirse, por lo que se

pierde la informacion genética contenida en ambos extremos.

- Marcadores cromosomicos: pequefio fragmento cromosomico extra de

origen indeterminado.

- Isocromosomas: uno de los brazos originales del cromosoma se pierde
y el otro se encuentra duplicado. Se pierde una copia de la informacién genética
del brazo perdido, mientras que la informacion genética del isocromosoma se

encuentra triplicada en el individuo.

5. Patrones de herencia genética

El cariotipo humano esta constituido por 46 cromosomas, 23 pares de

cromosomas heredados de cada progenitor.

- Dos de los cromosomas, el Xy el Y, llamados cromosomas sexuales, que
van a determinar el sexo masculino (XY) y femenino (XX).

- Y 22 pares de cromosomas homologos, autosomas o0 cromosomas
somaticos, en los que cada par de cromosomas homodlogos contiene los
mismos genes, pudiendo cada gen contener una informacion diferente en
cada cromosoma, que es lo que se conoce como alelo.

El tipo de herencia viene determinado, entre otros factores, por la

localizacion del gen:
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Herencia Autosdmica: gen presente en los autosomas, los individuos

de sexo masculino y femenino presentan dos copias del gen de interés.

Herencia ligada al cromosoma X: gen presente en el cromosoma X.
Debido a que mujeres (XX) y varones (XY) presentan dos o0 una copia
del cromosoma X, respectivamente. El riesgo de manifestar la
enfermedad o el riesgo reproductivo dependera del sexo del individuo

portador.

Hay dos conceptos sobre genética que son importantes a la hora de

valorar el riesgo de enfermedades hereditarias en la elaboracion de los arboles

genealdgicos y que nos ayuda a evaluar el riesgo reproductivo de una

determinada enfermedad:

Penetrancia: hace referencia al porcentaje de individuos que
presentando una mutacién patogénica especifica en un gen
(genotipo), manifiestan la clinica de la enfermedad asociada a esa
mutacion (fenotipo). La penetrancia es completa cuando el 100% de
las personas con la mutacién tienen las caracteristicas de la
enfermedad e incompleta cuando no todas las personas con la
mutacion manifiestan el fenotipo correspondiente.

Expresividad variable: se refiere al rango o espectro de
manifestaciones clinicas observadas en individuos que presentan un
genotipo determinado. Asi, un grupo de individuos genéticamente
idénticos para una condicion patoldégica pueden presentar

manifestaciones fenotipicas en diferente grado.
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5.1 Herencia monogénica

Este tipo de herencia se debe a la presencia de variantes en un solo gen,
se conocen como enfermedades mendelianas, por transmitirse a la

descendencia segun las leyes de Mendel.

5.1.2 Herencia autosémica
5.1.2.1 Autosémica dominante

La herencia autosémica dominante se caracteriza porque el gen de interés
se encuentra en uno de los 22 cromosomas no sexuales y solo una de las dos
copias del gen alterada es suficiente para que se exprese la enfermedad, a pesar
de que la copia del otro alelo sea normal. La copia alterada ejerce un efecto

dominante sobre la copia normal del gen.

En este tipo de herencia, si alguno de los progenitores presenta la
enfermedad, tendran una probabilidad de 50% de descendencia afecta y 50% de
descendencia sana, independientemente del sexo de la descendencia y del sexo
del progenitor afecto (Figura XVII). Enfermedades con este tipo de herencia

suelen manifestarse en varias generaciones de la misma familia.

46



Introduccion

Figura XVII. Patron de herencia autosémica dominante

Herencia autosémica dominante

Padre afectado Madre no afectada

Par de cromosomas

Dos genes

Gen mutado——£7] @ —Gen normal '{normales

Hija afectada Hijo no afectado Hija no afectada Hijo afectado

| _
i
[ - . & | H O
Figura XVII. NIH. Instituto Nacional del Cancer.

5.1.2.2 Autosdmica recesiva

En este tipo de herencia, el gen también se encuentra en uno de los 22
cromosomas no sexuales, sin embargo, es necesario que las dos copias del
mismo gen estén alteradas para que se exprese la enfermedad. Si solo una de

las copias esta alterada se considera que el individuo es portador sano.

Las enfermedades con este tipo de herencia se manifiestan normalmente
en descendencia de progenitores no afectos, pero que ambos son portadores de
una mutacion en un mismo gen (Figura XVIII). En estos casos, la probabilidad
de descendencia afecta es del 25%, el 50% de la descendencia seran portadores
sanos y el 25% restante seran sanos no portadores. En familias con este tipo de
enfermedades es tipico que haya aparicién de un individuo afecto sin presentar

antecedentes familiares previos.
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Figura XVIII. Patron de herencia autosémica recesiva

Herencia autosémica recesiva

Padre no afectado Madre no afectada
(portador) (portadora)

Par de cromosomas

Gen mutado——£1) l#—Gen normal O

Hija no afectada Hijo no afectado Hija no afectada Hijo afectado
(portador) (portadora)

Figura XVIII. NIH. Instituto Nacional del Cancer.

5.1.3 Herencia ligada al cromosoma X
5.1.3.1 Ligada al X dominante

En este tipo de herencia, el gen se encuentra en el cromosoma X y la
copia alterada del gen ejerce un efecto dominante sobre la copia normal. Por
ello, tanto los individuos de sexo masculino como femenino seran afectos de la

enfermedad si tienen una copia del gen alterada.

En este tipo de herencia, si alguno de los progenitores es afecto con una
copia del gen alterada, tendran una probabilidad de 50% de descendencia afecta
y 50% de descendencia sana, independientemente del sexo de la descendencia
(Figura XIX). Enfermedades con este tipo de herencia suelen manifestarse en
varias generaciones de la misma familia, afectando por igual a ambos sexos.

Todas las hijas de varones afectos seran afectas y el 100% de los hijos varones
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sanos. Mientras que, si se trata de una mujer afecta, el 50% de la descendencia

sera afecta y el otro 50% sera sana.

Figura XIX. Patron de herencia dominante ligada al cromosoma X.

Herencia dominante ligada al cromosoma X

Padre afectado = Madre no afectada Padre no afectado Madre afectada

Par de
cromosomas
Gen Dos
mutado —l m genes - m
normales
X X X X X X

Hija afectad Hij fectad Hija no
Ija afectada 1JO0 no altectado afectada

|
- - . - [} - m
p g b g Y
X X X X X X X X X

Figura XIX. NIH. Instituto Nacional del Cancer.

| | |
Hijo no afectado  Hija afectada Hijo afectada

5.1.3.1 Ligada al X recesiva

En este caso el gen también se encuentra en el cromosoma X, pero es
necesario que ambas copias del gen estén alteradas para que se manifieste la
enfermedad, ya que la copia normal dominaria sobre la copia alterada. Es por
ello, que estas enfermedades se manifiestan con mayor frecuencia en hombres,
gue tienen un solo cromosoma X (hemocigosis) y si heredan el gen mutado
manifestaran la enfermedad. Sin embargo, las mujeres al tener dos cromosomas
X, si heredan una copia del gen alterado seran portadoras, pero a priori no

manifestaran la enfermedad.

Los varones afectos no transmitiran la enfermedad a sus hijos varones,

pero el 100% de sus hijas serdn portadoras. En cambio, si una mujer es
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portadora, el 50% de sus hijos varones seran afectos y el 50% de sus hijas seran
portadoras sanas, el resto seran sanos no portadores (Figura XX). El arbol
genealdgico tipico en este tipo de enfermedades se observa la presencia de
descendencia masculina afecta, procedente de progenitores no afectos. En
cambio, la descendencia de los varones afectos no son afectos de la

enfermedad. Y las mujeres no son afectas de la enfermedad.

Figura XX. Patrén de herencia recesiva ligada al cromosoma X.

Herencia recesiva ligada al cromosoma X

Padre afectado Madre no afectada Padre no afectado Madre no afectada
(portadora)
Par de
cromosomas
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¥ normales ¥
X X X X xXx
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(portadora) afectada (portadora)
[
= 1| | ¥ ™ -‘ - Y D = Y
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Figura XX. NIH. Instituto Nacional del Cancer.

5.2 Herencia multifactorial

Hace referencia a enfermedades que estan determinadas por la accién
conjunta de mas de un gen y que, ademas, estan influenciadas por factores
ambientales. Es por ello, que la prediccion del riesgo reproductivo para este tipo

de patologias de herencia multifactorial es complicado.
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5.3 Otros tipos de herencia
5.3.1 Mitocrondrial

Asociada a defectos en el DNA mitocondrial, no DNA nuclear. Expresadas
en individuos de sexo masculino y femenino, pero que se transmiten con un
patron de herencia caracteristico por via materna, debido a que casi no hay
mitocondrias presentes en el espermatozoide, por ello se considera que el DNA

mitocondrial heredado es principalmente por via materna.

5.3.2 Epigenética

La epigenética hace referencia a los cambios en el patrén de expresion
génica que no se deben a cambios en la secuencia del DNA y que son

heredados.

5.3.3 Disomia uniparental

Hace referencia a la situacion en la que las dos copias de un mismo
cromosoma provienen del mismo progenitor. El resultado es la duplicacion de los
genes de un progenitor y ninguna representacion de los genes del otro
progenitor. La disomia uniparental puede dar lugar a problemas de salud cuando
los cromosomas implicados contienen genes cuya expresion se encuentra
regulada por la impronta genética (tanto en los casos de heterodisomia, como
isodisomia). Dependiendo del tipo de impronta, nos encontramos genes que solo
se expresan en el cromosoma paterno, encontrandose silenciados en el
materno, y viceversa. Esto puede resultar en la pérdida de funcion de aquellos

genes que se encuentren silenciados en el cromosoma paterno (o0 materno) si
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las dos copias son heredadas del mismo progenitor; lo cual puede ocasionar

problemas médicos.

6. Evolucion de las técnicas de secuenciacion de DNA

Desde el desarrollo de la secuenciacién Sanger en 1980 por el bioquimico
inglés Frederick Sanger y A.R Coulson, pasando por la incorporacion de la
primera comercializacion de las nuevas tecnologias de secuenciacion masiva
(NGS) en 2005, hasta ahora, se ha producido una revolucion en el @mbito de la
investigacion de genémica béasica y aplicada. Las técnicas de secuenciacion del
DNA han mejorado a lo largo de los afios, la evolucién e incorporacion de nuevas
técnicas moleculares ha permitido aumentar la capacidad de lectura de la
secuencia de DNA a kilobases por dia (Gréfica I). La técnica de NGS ha
permitido incorporar el andlisis en paralelo de multitud de secuencias en
plataformas manejables, por lo que estos métodos de secuenciacion también
reciben el nombre de secuenciacién masiva en paralelo. Ademas, el avance
tecnoldgico ha ido acompafiado de una disminucion considerable de los costes

invertidos por secuenciacion de cada genoma humano (Gréfica Il).
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Gréfica |I. Mejora en la capacidad de lectura de la secuencia de DNA

(kilobases por dia) con el desarrollo de la tecnologia de secuenciacion genética.
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Gréfica |. Stratton et al, 2009. Improvements in the rate of DNA sequencing over the past
30 years and into the future. Nature.

Grafica Il. Disminucion de los costes de secuenciacion por genoma

humano con las mejoras técnicas de secuenciacion masiva.

Cost per Human Genome

$100,000,000

$10,000,000
Moore’s Law

$1,000,000

$100,000

$10.000

National Human Genome
el

genome.govisequencingeosts

$1,000

$100
2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 201 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020

Gréfica Il. DNA Sequencing Costs: Data. National Human Genome Research Institute
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7. Secuenciacion masiva (NGS)

Las técnicas de secuenciacibn masiva hacen referencia a las nuevas
plataformas de secuenciacion denominadas de alto rendimiento, nueva
generacion o NGS (de sus siglas en inglés Next-Generation Sequencing)
capaces de generar paralelamente, y de forma masiva, millones de fragmentos
de DNA en un Unico proceso de secuenciacion, permitiendo secuenciar de forma
simultanea gran cantidad de genes, elevando asi significativamente el
rendimiento a un menor coste y ofreciendo ventajas significativas respecto a los

sistemas convencionales.

La tecnologia NGS nos permite detectar cualquier cambio de nucleétido
en la secuencia, ademas de otros cambios a nivel estructural. Los cambios
detectados en la secuencia de DNA deben ser posteriormente analizados para

categorizarlos y poder clasificarlos segun su patogenicidad.

7.1 Clasificacién de variantes genéticas

La estandarizacién y uso de las recomendaciones clinicas es fundamental
para que todos los laboratorios clasifiquen las variantes de la misma forma. En
2015, el Colegio Americano de Genética Médica y Gendmica (American College
of Medical Genetics, ACMG) junto con la Asociaciéon de Patologia Médica
(Association of Medical Pathology, AMP) publicaron una guia que incluye
algunas recomendaciones para la clasificacion de variantes (Richards et al.,

2015).

54



Introduccion

No solo es importante que todos los laboratorios usen los mismos criterios
a la hora de clasificar variantes, sino que es imprescindible que empleen la
misma nomenclatura. Se recomienda usar las pautas de la Sociedad de
Variacion de Genética Humana (Human Genome Variation Society (HGVS)

http://www.hgvs.org/).

El estudio de variantes génicas implica hormalmente el uso de no uno,
sino varios criterios, patogénicos (P) o benignos (B) a distintos niveles de
evidencia y el computo de todos ellos nos permite clasificar las variantes en 5

clases distintas:

- Benigna (Clase 1),

- Probablemente benigna (Clase 2),

- De significado incierto (Clase 3),

- Probablemente patogénica (Clase 4),
- Patogénica (Clase 5).

Los criterios establecidos por la ACMG para determinar la patogenicidad
de una variante son, entre otros, la busqueda de evidencia de las variantes en
bases de datos, criterios sobre el efecto de la variante en la funcion proteica,
descripcion de la variante en la literatura cientifica y predicciones bioinformaticas

sobre el efecto en la estructura proteica.

8. Paneles de portadores

Los paneles de portadores son test que realizan el analisis genético de un

namero determinado de genes asociados a enfermedades de herencia recesiva,
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tanto en genes autosémicos como ligados al cromosoma X, lo que nos permite
conocer el estado de portador para las diferentes enfermedades que han sido

incluidas en el panel.

Segun la forma en la que se analizan los datos existen principalmente dos

tipos de test de portadores en el mercado.

8.1 Test de genotipado

Este tipo de paneles, independientemente de la técnica que utilicen para
secuenciar el DNA, realiza un andlisis dirigido de variantes. Es decir, las
variantes genéticas que pueden ser detectadas por el test son establecidas
previamente al andlisis molecular. Asi, el resultado que podemos obtener en los
test de genotipado son la presencia o ausencia de aquellas variantes definidas

de forma previa al andlisis de la muestra.

Actualmente existen diferentes paneles de genotipado que son
ampliamente utilizados en el @&mbito de la reproduccion humana asistida. Algo
gue cabe destacar es que estos paneles de genotipado son muy heterogéneos
en cuanto al nimero y tipo de genes que analiza y en relacién al nUmero y tipo
de variantes que incluye en sus estudios (Lazarin et al., 2013; Abuli et al., 2016;

Molina et al., 2020; Molly et al., 2021)

8.2 Test de secuenciacion de gen completo o anéalisis no

dirigido de variantes

Este tipo de paneles utilizan la secuenciacion masiva como método de

estudio del gen completo y realiza posteriormente el andlisis no dirigido de
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variantes halladas. A diferencia del anterior, no define previamente qué variantes
de interés quiere detectar, sino que analiza todas las variantes encontradas en
el proceso de secuenciacion de gen completo (regiones codificantes) e informan
de todas aquellas variantes que tienen un potencial papel patogénico (variantes
clasificadas como patogénicas y/o probablemente patogénicas). Debido a que
realiza un analisis no dirigido de variantes, esta técnica presenta mayor
capacidad de detectar individuos portadores que los paneles de genotipado

(Lazarin et al., 2013; Abuli et al., 2016; Molina et al., 2020).

8.3 Recomendaciones del cribado de portadores segun
las sociedades cientificas

Actualmente, la mayoria de las sociedades cientificas recomiendan el
cribado genético ampliado en donantes de gametos. Pero la realidad a la que
nos enfrentamos se complica debido a que se estima que existen
aproximadamente 2880 enfermedades hereditarias recesivas, teniendo en
cuenta las enfermedades autosémicas y las ligadas al cromosoma X (OMIM ®) y,
ademas, estudios recientes del exoma completo han revelado que todos los
individuos somos portadores de entre 2 y 8 variantes patogénicas asociadas a
este tipo de enfermedades (Gao Z et al.,, 2015). Teniendo en cuenta que
tecnoldgicamente tenemos la capacidad de analizar el genoma completo gracias
a las plataformas de NGS, existe la necesidad de que las sociedades cientificas
establezcan unos criterios claros que definan qué enfermedades se deben

analizar y como realizar el analisis de dichos genes.
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Por un lado, la mayoria de las sociedades cientificas recomiendan que los
paneles de cribado genético ampliados de portadores solo informen de las
variantes que afecten claramente a la funcion del gen (variantes patogénicas y
probablemente patogénicas) y que las VUS (Variants of Unknown Significance)

no sean reportadas (Edwards et al., 2015; Castilla et al., 2020; CNRHA, 2021).

El documento de la Sociedad Espafiola de Fertilidad (SEF), sobre el
cribado genético en donacidén de gametos (Castilla et al., 2020), ha establecido
una serie de recomendaciones focalizadas en el analisis de los estudios
genéticos de cribado en los programas de donacion de gametos, lo que introduce
un matiz importante, ya que incluye la elegibilidad de un/a donante idéneo/a. En
este contexto, recopilando la informacion de documentos previos de otras
sociedades: [ACMG (American College of Medical Genetics and Genomics 2021;
Grody et al.,, 2013), ESHG (European Society of Human Genetics, 2003,
Henneman et al.,2016), ESHRE (European Society of Human Reproduction and
Genetics, Dondorp et al., 2014), ACOG (American College of Obstetricians and
Gynecologist, 2017), PQF (Perinatal Quality Foundation), SMFM (Society for
Maternal-Fetal Medicine) (Edwards et al., 2015) y SEF (Sociedad Espafiola de
Fertilidad) (Castilla et al., 2020).], establecen que el estudio de cribado debe

incluir:

- Enfermedades hereditarias autosomicas recesivas y recesivas ligadas al
cromosoma X, prevalentes y graves
- Enfermedades cronicas, severas y/o progresivas con afectacion sensorial,

motora o intelectual y con un fenotipo claramente establecido.
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- Variantes de significado biologico claro descritas como patogénicas y
probablemente patogénicas.

- Variantes de distribucion panétnica, “universal”’, independientemente del
origen geografico del/la donante.

Por otro lado, existe una serie de situaciones que no cumplen los criterios
anteriores y serian los criterios de exclusion:

- Variantes de enfermedades de las que apenas existen publicados casos,
con poca informacion sobre supervivencia, con variabilidad en su expresion y
penetrancia incompleta.

- Genes que se asocian con un espectro de manifestaciones clinicas,
especialmente cuando no existe correlacion fenotipo/genotipo y ademas existen
distintas manifestaciones dentro de la misma familia.

- Variantes de factores de riesgo: son variantes patogénicas de baja
penetrancia que condicionan un aumento en el riesgo relativo para desarrollar
una enfermedad.

- Enfermedades de herencia dominante.

- Enfermedades de herencia mitocondrial.

- Enfermedades de herencia no mendeliana.

- Enfermedades poligénicas.

- Variantes relacionadas con enfermedades benignas.

- Variantes relacionadas con rasgos fisicos no patologicos.

- Variantes de significado incierto o sin evidencias clinicas sobre su efecto

patogénico.
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El desarrollo de las nuevas técnicas de NGS ha permitido elaborar
paneles de portadores ampliados de aplicacion universal, a coste y tiempo
razonables, para todos los donantes de gametos, independientemente a su
origen étnico (Arjunan et al., 2016; Azimi et al., 2016; Nazareth et al. ,2015; Prior
et al.,, 2014). A pesar de los avances tecnologicos en las técnicas de analisis
genético, actualmente no existe un consenso que determine cuales son las
enfermedades que se deben incluir en los test de portadores aplicados a
donantes de gametos, ni la forma en que se deben analizar dichos genes, si
mediante genotipado o mediante el analisis completo de los genes (Castilla et

al., 2020).

Sin embargo, la SEF ha presentado un listado de las 50 enfermedades
hereditarias graves de herencia autosdmica recesiva y ligada al cromosoma X
MAs comunes en nuestro entorno, que tiene un valor, como indica la propia SEF,

meramente aproximado (Tabla I).
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Tabla |. Listado enfermedades recesivas graves mas comunes en nuestro
entorno, segun la SEF.

Enfermedad Ge Enfermedad

Deficit de alfa-1 antitripsina SERPINAT | Enfermedad de Wilson ATP7E

Fibrosis quistica CFTR Enfermedad de Stargardt ABCA4

5|ndrc?me de Omenn (inmunoadeficiencia DELRETE 5|ndron'lle_de insensibilidad AR

combinada grave) androgenica

Sordera neurosensorial no sindréomica GJBZ2 Miotonia de Thomsen CLCNT

Hemoglobinopatias y alfa talasemia HEBAT Tirosinemia tipo 1 FAH

Alfa talasemia HBAZ Enfermedad de Pompe GAA

Beta talasemia y drepanocitosis HBB Albinismo oculocutaneo tipo 1 TYR

Hiperplasia adrenal congénita CYP21A2 Enfermedad de Tay-Sachs HEXA

Deﬂcllt de la Glucosa-6-fosfato GEPD D|stro_r|a .muscular de _cmturas CAPNT

deshidrogenasa autosomica recesiva tipo 2A

Fenilcetonuria BAH Homeocistinuria CBS

Atrofia muscular espinal SMNT Epidermaolisis bullosa distrofica COL7AT

Paraparesia espastica SPG7 Amaurosis congénita de Leber CRrRB1

Albinismo occulocutaneo tipo 1l ocAZ Sindrome del cromosoma X fragil | FMRT

Sindrome de Alport COL4AZ Mucopclisacaridosis tipo IVa GALNS

Sindrome de Alport COoL4A44 Enfermedad de Gaucher tipo 1 GBA

Sind de Pendred/Sord i i

indrome de Pendred/Sordera SLCoEAL H_|pogonad|5mo CNRHR

hipogonadotropo

Déficit de acil-coenzima A Mucecpolisacaridosis tipe IIIC

deshidrogenasa de cadena media ACADR (San Filippo) hESNAT

Sindrome de Smith-Lemli-Opitz DHCRT Sindrome de Usher 1b MYO7FA

Poliquistosis renal autosomica recesiva PKHDT Neuropatia auditiva/sordera OTOF

Trast =nito de la gli ilacion 1A i

rastornc congenito de la glicosilacion PMM2 Enfermedad de Oguchi/Retinitis sAG

pigmentosa

Enfermedad de Niemann-Pick SMPDT Sordelra no smdrc:_mica TMPRSSI
autosomica recesiva

Intolerancia a la fructosa ALDOB Hipotiroidismo TSHR

Fiebre mediterranea familiar MEFV Hemofilia A F8

Retinitis pigmentosa autosomica .

recesiva/ Sindrome Usher tipo 2 usHzA Hemaofilia B =

Deficit de acil-coenzima A

deshidrogenasa de cadena larga ARl

Tabla |I. Castilla et al. (2020). Genetic screening in gamete donation: Recommendations
from SEF, ASESA, AEBM-ML, ASEBIR and AEGH.
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9. Matching genético

El proceso mediante el que se compara la informacion genética de ambos
progenitores y se establece el riesgo reproductivo se conoce como matching
genético. Los test de portadores son estudios genéticos de cribado, dirigidos a
conocer el estatus de portador/no portador de determinadas enfermedades de
herencia autosdmica recesiva o recesiva ligada al cromosoma X, lo que nos va
a permitir evaluar el riesgo que presenta la descendencia en relacion con las
enfermedades incluidas en el estudio. La exactitud y precision del
emparejamiento, va a depender de la cantidad y tipo de genes analizados y de

las variantes patogénicas incluidas para cada gen.

El matching genético con gametos de donante se puede clasificar como
emparejamiento de alto o de bajo riesgo para la descendencia, en base al

siguiente criterio:

- Matching de bajo riesgo: se considera que el matching es de bajo riesgo
reproductivo cuando los individuos que aportan los gametos no presentan
variantes en genes coincidentes o en genes asociados a la misma
condicion genética (enfermedades digénicas). En estos casos se podra
proceder a la asignacion del gameto de donante, habiendo reducido el
riesgo de tener descendencia afecta de enfermedades hereditarias
incluidas en el panel. Aun asi, siempre existe un riesgo residual de
transmitir las enfermedades incluidas en el estudio, debido a la limitacién
de la técnica aplicada, este riesgo residual dependera en cada caso del

panel de portadores aplicado y de como se realice el andlisis de variantes.
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- Matching de alto riesgo: se considera matching de alto riesgo, cuando los
individuos que aportan los gametos presentan variantes patogénicas en
genes coincidentes, o en la misma condicion genética. En este caso el
emparejamiento no se podria realizar, el/la donante no debera ser
asignado y se debe valorar el matching con otro donante de gametos hasta

encontrar uno de bajo riesgo.

En el caso particular de la donacion de ovocitos, si la donante es
portadora de una variante patogénica en un gen de herencia ligada al
cromosoma X, se considera una donante de alto riesgo genético. Estas
donantes deberian ser descartadas, ya que presentan riesgo de
descendencia afecta en caso de tener descendencia masculina,

independientemente a la realizacion del proceso de matching genético.

La elevada heterogeneidad de los paneles disponibles en el mercado
determina que exista una alta heterogeneidad de los riesgos reproductivos
dependiendo del panel que apliquemos (Lazarin et al., 2013; Abuli et al., 2016;
Molina et al., 2020; Molly et al., 2021). Asi se demuestra en diferentes estudios
en los que la probabilidad de matching genético de alto riesgo presenta grandes
variaciones oscilando entre 3-16% (Molina et al., 2020; Martin et al., 2015; Punj

et al., 2018).

Es por ello, que es fundamental determinar la influencia que tiene la
eleccion de un determinado test de portadores en el célculo de los riesgos

reproductivos, para poder transmitir esta informacion de forma clara a las parejas
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0 pacientes que se dirigen a tratamientos de reproduccion asistida con donantes
de gametos.

La SEF y la CNRHA recomiendan informar a las mujeres o parejas que
necesitan utilizar técnicas de reproduccion asistida con donacion de gametos de
las posibles estrategias existentes para disminuir el riesgo reproductivo de la
descendencia y de las limitaciones de las pruebas genéticas aplicadas.

No obstante, hemos de asumir, que dado el caracter sensible y singular
de la informacion genética (que permite la caracterizacion individual, es
permanente, predictiva y puede afectar a parientes bioldgicos), puede ocurrir que
no todos los pacientes acepten realizarse estudios genéticos. Aun asi, en el caso
de conocerse por algun otro motivo adicional (antecedentes familiares, etc.) que
el receptor es portador de una variante patogénica relacionada con una
enfermedad recesiva, el estudio del donante deberia incluir obligatoriamente el
analisis del gen en cuestion para poder asignar un donante de bajo riesgo para
la enfermedad de interés.

La CNRHA recomienda que en el caso de que la receptora acepte
realizarse un estudio genético de cribado de portadores de enfermedades
recesivas, ademas del cariotipo al donante, la estrategia recomendada para
reducir el riesgo de tener descendencia afectada de una enfermedad hereditaria
grave recesiva consistira en seleccionar un donante que no presente variantes
patogénicas en alguno de los genes en los que la receptora haya resultado
portadora (matching de bajo riesgo). En esta estrategia, se podran utilizar
donantes portadores de variantes patogénicas siempre y cuando, donante y

receptor no presenten las variantes patogénicas en el mismo gen. Con esta
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estrategia, la disminucion del riesgo de tener un nifio afecto de una enfermedad
genética recesiva solo se aplicara a las enfermedades que se hayan incluido en
el estudio genético del receptor o de la receptora.

Sin olvidar que, a pesar de ello, habra de advertir del riesgo residual
infimo, pero existente, de tener descendencia afecta de las enfermedades
incluidas en el estudio de cribado realizado, por la posible aparicion de
mutaciones de novo, mosaicismo germinal o a causa de las limitaciones técnicas.
También es necesario advertir del riesgo de tener descendencia afecta de

enfermedades no incluidas en el test de portadores aplicado.

10. Fibrosis quistica

En relacion con el estudio de enfermedades recesivas graves con alta
prevalencia en nuestra poblacién, cabe destacar el papel de la fibrosis quistica
(FQ), asociada al gen CFTR. A pesar de que no existe un consenso unanime
entre las diferentes sociedades cientificas sobre qué enfermedades incluir en el
estudio de portadores en donantes de gametos, la fibrosis quistica ha sido
recomendada por todas las sociedades desde 2001 (Watson et al., 2004; Sims

et al., 2010, PMID:17055844).

Con una incidencia aproximada de 1 de cada 2500 nacidos vivos, la FQ
es una de las enfermedades autosémicas recesivas severas mas frecuente en
la poblacion caucéasica. Esta causada por mutaciones en el gen del conducto
regulador transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR, OMIM602421) (Rebecca
et al.,, 2003). El gen CFTR, codifica la proteina CFTR que ejerce funciones

complejas; primariamente es un canal de cloruro activado por AMPc que se ubica
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en la membrana apical de las células epiteliales. Ademas, participa en el
transporte de otros iones y en la regulacion de otros canales i6nicos, como el
canal de sodio epitelial o ENaC. La ausencia o defecto funcional de la proteina
altera la hidrataciéon de conductos epiteliales y también predispone a mayor

adherencia bacteriana.

El gen CFTR abarca aproximadamente 190 kb de DNA y consta de 27
exones (Figura XXI), codifican para un transcrito maduro de aproximadamente
6.5 kb, el cual se traduce en una proteina de unos 1480 aminoacidos de

aproximadamente 168 kDa (Ellsworth et al., 2000; Riordan et al., 1989).

Figura XXI. Estructura gen CFTR
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Figura XXI. Rowntree, 2003. The Phenotypic Consequences of CFTR Mutations.
Desde que se clond el gen CFTR, por primera vez en 1991, localizado en
el cromosoma 7931 (Rommens et al., 1989), mas de 2000 variantes de

secuencia causantes de enfermedad han sido identificadas gracias a los grandes
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avances en las técnicas de biologia molecular (Zielenski et al, 1991; Mitchell et
al.,, 2012). La mayoria de las mutaciones son raras, con una frecuencia

poblacional < 0.01%.

Si bien existen manifestaciones clasicas y comunes entre los pacientes
con FQ (obstruccion pulmonar, insuficiencia pancreética, elevados niveles de
cloruro en sudor e infertilidad en hombres), la heterogeneidad clinica es muy
amplia entre individuos (O'Sullivan et al., 2009) o incluso hermanos (Castaldo et
al., 2006) que comparten el mismo genotipo. Hay pacientes diagnosticados
antenatalmente por alteraciones que son aparentes en la vida intrauterina, otros
individuos tienen manifestaciones tipicas de compromiso crénico de los tractos
respiratorios y digestivo y son diagnosticados en la edad pediéatrica y otros son
identificados como adultos con presentaciones oligosintomaticas como sinusitis
cronica, azoospermia o pancreatitis recurrente. Ademas de estas diferencias en
presentacion inicial, el curso de la enfermedad es muy variable entre cada grupo.
Actualmente se diagnostica FQ cuando se presenta sintomas clinicos clasicos
de FQ y una de estas dos situaciones: concentracién de cloruro en sudor =60
mmol/L, o entre 30-59 mmol/L y ademas se es portador de dos variantes en el
gen CFTR causantes de FQ (Farrell et al.,, 2017). Como vemos puede
diagnosticarse de FQ aunque no se detecten variantes en el gen CFTR (Farrell

et al., 2017b).

Esta heterogeneidad ha llevado a que se utilicen términos como “FQ no
clasica” o “atipica” o de “aparicién tardia” para aquellos pacientes que tienen solo

un sintoma clasico de fibrosis quistica. ElI consenso actual recomienda
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abandonar estos términos, y propone denominar a aquellos pacientes que no
cumplen con los criterios diagnosticos de FQ, pero que tienen un Unico sintoma
(agenesia de conductos deferentes/pancreatitis/bronquiectasias) asociado a
alteracion funcional de CFTR como “Trastornos Relacionados con CFTR”
(CFTR-RD). Ademas, debido a la generalizacién de los programas de cribado
neonatal de FQ, actualmente se considera otra entidad denominada “Sindrome
metabdlico relacionado con CFTR” (CRMS). El cual se define en nifios que tienen
un test de cribado neonatal de FQ positivo y ademas tienen una concentracion
de cloruro en el sudor <30 mmol/L y 2 variantes en el gen CFTR, siendo al menos
una de ella de consecuencias fenotipicas inciertas o con una concentracion de
cloruro en el sudor de 30-59 mmol/L y una o ninguna mutacion causante de FQ

(Farrell et al., 2017).

Esta gran heterogeneidad clinica se puede deber en gran parte al tipo de
variantes en el gen CFTR, a la posible influencia de variantes en otros genes
diferentes al CFTR y a la interaccion de factores ambientales (Lay-Son et al.,

2010).

Hasta la fecha, se han descrito aproximadamente 2000 variantes de
secuencia en el gen CFTR, repartidos en los 27 exones de codificacion y las
regiones flanqueantes, mas algunas variantes intrénicas profundas, varias
reordenamientos grandes y alelos complejos
(http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr/app). El consorcio internacional de analisis
genético de FQ (Cystic Fibrosis Genetic Analysis Consortium) inicio un estudio

destinado a correlacionar todas las variantes con informacion completa,
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actualizada y revisada por expertos, sobre los aspectos funcionales y las

consecuencias clinicas de toda mutacion listada en su base de datos.

La prevalencia de la FQ en la poblaciéon caucasica muestra una gran
variabilidad entre paises (Figura XXII). Para la poblacién caucasica se asume
una prevalencia de 1:2500 a 1:6400 (Farrell et al., 2008) que implica una

frecuencia de portadores de 1:25 a 1:40.

Figura XXII. Variabilidad de la prevalencia de FQ entre paises
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Figura XXII. O’Sullivan. (2009) Incidencia aproximada de FQ en el mundo.

Incluso en Espafa, se han descrito incidencias muy diferentes en varias
poblaciones. Estas incidencias varian desde 1/2800 en Asturias (Telleria et al.,
2002) y 1/5.905 en Baleares (Gil et al., 2003), pasando por 1/4510 en Castilla

Ledn (Telleria et al.,, 2002) y 1/5.532 en Cataluiia (Gartner et al., 2003). La
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asociacion espafola de cribado neonatal (AECNE) publico, en 2016, los
resultados del cribado neonatal realizado a 14.117.113 nifios durante 16 afos.
De los resultados se desprendia una incidencia para la FQ de 1/5305
(http://aecne.es/pdf/datos_acumulados_2016.pdf), lo que supone una frecuencia

de portadores sanos en torno a 1 de cada 36 personas

La mutacion F508del es, de largo, la mutacion mas prevalente en todas
las poblaciones estudiadas en Europa de pacientes con FQ. Sin embargo, su
frecuencia depende de la zona geografica (figura XXIIl). En Espafa, el
porcentaje relativo de F508del varia desde alrededor del 80% en Asturias (Coto
et al., 1994) hasta el 50% en poblaciones mediterraneas (Alonso et al., 2006).
Todo indica a que, como se describe en varios trabajos, en la peninsula ibérica
se sigue el gradiente de frecuencia relativa de F508del de norte a sur, de mayor
a menor frecuencia relativa, tal y como se describe para la poblacion europea
(Castellani et al., 2008; Bobadilla et al., 2002). Por todo lo anterior, se estima que
la frecuencia de portadores de la variante F508del en la poblacién general es de

1 cada 70 individuos.
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Figura XXIII. Frecuencia relativa de la variante F508del
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Figura XXIII. Estivill. (1997). Gradiente norte-sur de la frecuencia relativa de la mutacion
F508del.

En resumen, dada la prevalencia de FQ en Espafa, la frecuencia de
portadores descrita es una de las mas bajas de Europa (1/36), pero las variantes
responsables son muy heterogéneas. Este ultimo punto obliga a que cualquier
programa de cribado de la enfermedad en el &rea mediterranea utilice técnicas
moleculares que incorpore un mayor espectro de variantes a estudiar. Lo cual
técnicamente no ha sido posible hasta hace unos afios con la generalizacion de

la secuenciacidon masiva.

El rango del resto de variantes adicionales a la F508del es muy amplio.
Para su estudio se han desarrollado diferentes plataformas destinadas a la
traslacion funcional y clinica de variantes de CFTR, entre las que se pueden

destacar algunas como:

- CFTR2 (https://cftr2.org/)
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- GitHub (https://github.com/eulaf/CFseq)

-  CFTR-France Database (https://cftr.iurc.montp.inserm.fr/cgi-

bin/home.cgi?)

- CF Genetic Analysis Consortium (http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr/)

De manera resumida podemos decir que la FQ se asocia con variantes
CFTR causantes de FQ “severas”, mientras que CFTR-RD son causadas por
combinaciones de una mutacion “leve” con una mutacion “severa” o combinacion
de dos mutaciones “leves” (Castellani et al., 2003). Sin embargo, la frontera entre
FQ y CFTR-RD puede ser dificil de establecer y la enfermedad se reconoce cada
vez mas como un continuo de presentaciones clinicas. La clasificacion de
variantes como de FQ o de CFTR-RD no es absoluta, ya que algunas variantes
pueden asociarse con un amplio rango de manifestaciones fenotipicas y ser

considerado como causa de FQ y CFTR-RD (Dequeker et al., 2009).

Por todo lo anteriormente mencionado, por el gran nimero de variantes
descritas y su variabilidad genética y fenotipica, el estudio de portadores de FQ
en poblacién sana es una tarea compleja. Existe una amplia variedad de paneles
de mutaciones del gen CFTR que estudian un numero limitado de variantes,
dirigidas al estudio de diferentes poblaciones y grupos étnicos. Tedricamente
estos paneles incorporan distintas variantes en base a criterios de frecuencia
poblacional y gravedad fenotipica. Dada la gran diversidad de variantes descritas
en el gen CFTR, la deteccién de individuos portadores de fibrosis quistica

utilizando estos paneles dirigidos es limitada. Esta limitacién es especialmente
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aparente en subpoblaciones como la hispanica, en la que las mutaciones no
estan suficientemente bien caracterizadas a pesar de los grandes esfuerzos que
se han hecho (Anja Kammesheidt et al., 2006). Ademas, si consideramos la
existencia de diferentes clasificaciones de las formas clinicas de FQ
reconocidas, como la forma clasica, trastornos relacionados con la FQ
(enfermedad pulmonar sin enfermedad pancreéatica, pancreatitis aislada,
sinusitis crénica, y/o enfermedad pulmonar en adultos) y la ausencia bilateral
congénita de vasos deferentes de forma aislada (Rebecca et al., 2003; Charles
et al., 2011), un mismo test genético puede tener diferentes tasas de deteccion,
dependiendo de si su aplicacion va dirigida hacia alguna forma clinica

determinada (Marco et al., 2016).

Debido a la alta prevalencia de FQ, todas las sociedades cientificas
recomiendan el cribado de fibrosis quistica en donantes de semen (Charles et
al., 2010). Sin embargo, la mayoria de ellas no especifican de forma detallada
los siguientes aspectos: en primer lugar, qué variantes deben ser incluidas en el
estudio y cudles no, en segundo lugar, si el screening debe ir dirigido hacia una
forma clinica determinada o a todo el espectro de sintomas clinicos asociados a
fibrosis quistica, y en tercer lugar, tampoco especifican si el gen CFTR debe
estudiarse por secuenciacion completa y analisis no dirigido de variantes o bien
si debe estudiarse mediante un panel de variantes dirigido, también conocido
como test de genotipado. Actualmente, la CNRHA, en sus recomendaciones
sobre el estudio de donantes de gametos, indica que el cribado de CFTR debe

incluir variantes patogénicas con elevada frecuencia y que presenten evidente
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asociacion al desarrollo de fenotipo grave de fibrosis quistica, pero no especifica

cudles son esas variantes (CNRHA, 2021).

11. Sindrome X-Fragil (SXF)

El sindrome del X Fragil (OMIM #300624) (SXF) es la causa mas comun
de discapacidad intelectual hereditaria, con una incidencia estimada de
aproximadamente 1 de cada 4000 hombres y 1 de cada 5000-8000 mujeres,
siendo la principal causa hereditaria conocida de autismo (Hagerman et al., 2002,
Biancalana et al., 2015). Los varones afectos presentan retraso mental de leve
a severo, con retraso en la adquisicion del lenguaje y problemas en el
comportamiento. Ademéas de los déficits cognitivos, el fenotipo incluye

caracteristicas dismorficas leves.

Es causado por la expansion inestable de tripletes CGG en la regién 5'-
UTR del gen FMR1 durante la gametogénesis. Segun el nimero de repeticiones
de tripletes CGG, el estado del gen se puede clasificar en 4 grupos (Maddalena,
2001): alelo normal (<45 repeticiones CGG); alelos intermedios (45-54
repeticiones CGG), premutaciones (55-200 repeticiones CGG) y mutacion

completa (>200 repeticiones CGG).

La presencia de mas de 200 repeticiones CGG (mutacion completa)
resulta en el silencio transcripcional y la consecuente ausencia de la proteina
FMR1 (Oberle et al., 1991, Pieretti et al., 1991, Verkerk et al., 1991) y es la que
se asocia a fenotipo clasico de SXF. Mientras que el estado de premutacién se

asocia al desarrollo del sindrome de temblor y ataxia asociado al X Fragil, que
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se manifiesta principalmente en varones con temblores, pérdida de coordinacion
y deterioro de la funcion mental, y con la insuficiencia ovarica primaria asociada

al X Fragil en mujeres.

La inestabilidad de la repeticion de tripletes CGG en FMR1 esta
influenciada por el tamafio de la repeticion, su estructura interna, nimero de
interrupciones AGG y el sexo del progenitor transmisor. La transmision de una
mutacion completa se produce exclusivamente a partir de mujeres que son
portadoras de una mutacion completa o de una premutacién FMR1 (Biancalana
et al., 2015; Nolin et al., 2019). Para mujeres que son portadoras de alelos de
premutacion, el riesgo de transmitir un alelo en el rango de mutacion completa a
la descendencia varia en funcion de la longitud de la repeticiébn (nUmero de
tripletes CGG) y del numero de interrupciones AGG. Nolin y colegas (Nolin et al.,
2003; Nolin et al., 2015), en su estudio revisan la probabilidad de expansion de
premutacion a mutacion completa en mas de 1500 transmisiones de mujeres. Un
punto clave es que se ha observado que la estructura de repeticiones CGG en
el gen FMR1 presenta repeticiones AGG intercaladas (denominada
“‘interrupciones AGG”) que al parecer dan estabilidad al gen, mayor estabilidad
cuanto mayor es el numero de interrupciones AGG. Varios estudios han
demostrado que los alelos de premutacion sin interrupciones AGG presentan
mayor riesgo de expansion en la siguiente generacion que aquellas
premutaciones que presentan interrupciones AGG (Nolin et al., 2015; Nolin et al.,

2013; Yrigollen et al., 2012).
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Existen ademas diferencias notables en los patrones de inestabilidad
materna y paterna. En las transmisiones maternas la frecuencia de expansion
aumenta en la medida en que aumentan el nimero de repeticiones CGG,
mientras que en las transmisiones paternas se observa que las repeticiones
sufren un fenémeno de acortamiento, que es mayor cuanto mayor es el nimero
de repeticiones CGG (Nolin et al., 2019). De manera que el riesgo de transmision
se asocia a la via materna y es por ello, que el estudio de portadores para el
sindrome de X-Fragil solo se realiza en mujeres receptoras y en donantes de
ovocitos, mientras que no se recomienda su estudio en donantes de semen o
varones (Nolin et al., 2019; Castilla et al., 2020), ya que el riesgo de transmision
asociado a la via paterna existiria cuando el varén que aporta el gameto
presentara el gen FMR1 en estado de mutacion completa, con numero de
repeticiones elevado, lo que haria que el donante de semen presentase clinica
de sindrome de X fragil y fuera descartado por presentar la clinica de la

enfermedad.

12. Cariotipo

Diferentes sociedades cientificas recomiendan, en mayor o menor
medida, la realizacion de cariotipo a donantes de gametos (Practice Committee
of the American Society for Reproductive Medicine and the Practice Committee
of the Society for Assisted Reproductive Technology, 2013; Clarke et al., 2019;
EDQM, 2019; Health Canada Directive, 2019; Castilla et al., 2020). Sin embargo,
la prevalencia descrita de alteraciones cromosoémicas en esta poblacion es muy

diferente segun los autores, habiéndose descrito en donantes de semen una
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frecuencia en torno a un 0.6% (Siffroi et al., 2004) y en donantes de ovocitos
entre el 0.7% (Siffroi et al., 2004) y un 11.7% (Ravel et al., 2007). Ninguna de
estas guidelines establece como interpretar los resultados obtenidos, pues es
discutido la repercusion de determinadas alteraciones cromosomicas, como los
polimorfismos cromosomicos, en la capacidad reproductiva (Tempesty Simpson,

2017; Hastings et al., 2007; Cheng et al., 2017; Akbas et al., 2012).

13. Motivos de exclusion de donantes seglUn el riesgo

reproductivo

Entre los motivos de exclusion de un/a donante de gametos en relacion
con el riesgo genético reproductivo, en base a los resultados de cariotipo y test
de portadores, segun las recomendaciones de la SEF y de la CNRHA, estan:

1. Donantes de ovocitos portadoras de alguna variante patogénica en algin
gen de herencia recesiva ligada al cromosoma X. En el caso de donantes
de semen con enfermedades ligadas al cromosoma X se descartaran por
anamnesis y clinica.

2. Ser portador/a de un reordenamiento cromosoémico equilibrado detectado
en el cariotipo. Los reordenamientos de riesgo detectables por cariotipo
son:

a. Translocaciones reciprocas
b. Translocaciones Robertsonianas
c. Inversiones pericéntricas y paracéntricas
3. Alteraciones cromosoémicas numéricas de los cromosomas sexuales

(47,XXX, 47 XYY) 0 mosaicos.
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4. Historia clinica personal o familiar que sugiera un aumento del riesgo
reproductivo, respecto al poblacional, para alguna enfermedad hereditaria.

5. Aquéllos cuya donacion, con arreglo a los antecedentes familiares
recogidos o al cribado genético basico realizado, presenten riesgos de
trasmitir una enfermedad grave en los descendientes que pudieran ser
generados a partir de la donacion.

6. Aquéllos en los que se haya diagnosticado una enfermedad genética
hereditaria en una persona nacida mediante técnicas de reproduccion
humana asistida en las que se hayan utilizado sus gametos donados y
dicha enfermedad sea atribuible al donante.

7. Seran excluidos, a excepciéon de su uso mediante el mencionado
emparejamiento genético, los portadores de:

a. Fibrosis quistica: portadores de variantes patogénicas con elevada
frecuencia y que presenten evidente asociacion con el desarrollo de
un fenotipo grave de fibrosis quistica.

b. Sordera neurosensorial no sindromica (GJB2)

c. Hemoglobinopatias (HBA1/HBA2/HBB)

d. Atrofia muscular espinal (SMN1)

8. En cuanto a los polimorfismos cromosomicos, el criterio esta siendo
revisado en el momento actual. Existen datos que indican una relacién
entre ciertas variantes polimorficas y la ineficacia reproductiva (Tempest y
Simpson, 2017). No obstante, el nivel de evidencia sigue siendo débil, no
existe un consenso en la comunidad cientifica sobre si estas variantes

afectan de forma directa a la capacidad reproductiva y si tiene algun riesgo
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para la descendencia. Asimismo, el estatus de portador/a de un
polimorfismo cromosomico puede estar infradocumentado habida cuenta
que el estandar en informacion y manejo de estos reordenamientos
recomienda no comunicar estos hallazgos en los informes clinicos

(Hastings et al., 2007).

14. Asesoramiento genético a pacientes y donantes

El asesoramiento genético es un proceso comunicativo en el transcurso
del cual un profesional especializado proporciona informacién médica compleja
al paciente y / o familiares de forma sencilla respecto a la enfermedad genética,

su herencia, el riesgo de recurrencia y las opciones disponibles.

Los profesionales implicados en el proceso de asesoramiento genético

pretenden ayudar al paciente y/o familiares a:

- Entender los conceptos médicos de la enfermedad, incluyendo el
diagnéstico, curso, causas y manejo clinico.

- Saber cdmo la herencia contribuye a la patologia y el riesgo de recurrencia
u ocurrencia en la familia.

- Entender las alternativas para reducir el riesgo de ocurrencia o recurrencia.

- Elegir la actuacion mas apropiada en funcién del riesgo, las opciones
disponibles y los principios éticos y / o religiosos.

- En caso de disponer de estudio genético, entender las implicaciones,
ventajas y limitaciones del estudio y los resultados que se pueden derivar,

asi como sus consecuencias.
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El objetivo final del proceso de asesoramiento genético es facilitar toda la
informacion necesaria para ayudar a la toma de decisiones de acuerdo con los
valores y creencias del paciente y actuar en concordancia con la decision
tomada, sin ejercer presion o coaccion sobre la decision que tomen los
pacientes. De forma tradicional se ha definido como un proceso “no directivo”,
destinado a proporcionar suficiente informacion a los pacientes para la toma de
decisiones respecto a la realizacion de un estudio genético, en este caso, para

decisiones reproductivas.

Es especialmente relevante destacar que toda esta informacion debe ser
manejada bajo los principios del asesoramiento genético, anterior y posterior al
estudio genético, de forma que cada pareja entienda qué tipo de estudio se va a
realizar, las limitaciones de este, los resultados que se han obtenido y las
posibles alternativas en base al resultado obtenido. Ademas, se deben valorar la
posibilidad de hallazgos inesperados en el momento del estudio o posteriores a
lo largo del tiempo, que pudieran tener alguna implicacion sobre el propio

donante o la descendencia procedente de los gametos de este.

En la mayoria de los casos se puede establecer con claridad la benignidad
o patogenicidad de las variantes halladas en los estudios de portadores, pero en
ocasiones la secuenciacién de un gen conlleva la aparicion de variantes cuyo
efecto clinico, hoy en dia, no podemos interpretar, o bien variantes patologicas
no relacionadas con la indicacion del estudio. A las primeras se la conoce como
variantes de significado incierto o desconocido (VUS, variants of uncertain

significance) y a las segundas como hallazgos incidentales o secundarios.
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Por otra parte, debemos tener en cuenta que cabe la posibilidad de que
tiempo después de haber realizado el estudio aparezca una nueva interpretacion
de las variantes halladas, o bien que, tras conseguir un embarazo, durante la
gestacion, tras el parto, o en cualquier otro periodo de la vida del individuo
nacido, se descubran resultados genéticos o se diagnostiquen cuadros clinicos
gue tengan una causa genética hereditaria. En este escenario se plantea la
necesidad de recontactar con los individuos que se realizaron el estudio genético
de cribado ampliado de portadores, e incluso, si en la técnica de reproduccion
asistida se usaron gametos de donante, con las mujeres o parejas que utilizaron
el mismo donante, a fin de valorar las implicaciones que podria tener esta nueva

informacion en su descendencia actual o futura.

En resumen, el uso de estudios genéticos en el campo de la reproduccién
humana, unido a las limitaciones de la tecnologia y su continuo avance, obliga a
los especialistas en reproduccion a familiarizarse en su practica clinica con el
manejo e interpretacion de la informacién genética y con situaciones que seran

relevantes tanto para los usuarios involucrados como para sus familiares:

1. Variantes de significado incierto o desconocido (VUS)

Dado que su efecto bioldgico es incierto y por lo tanto su patogenicidad
no esta demostrada, existe un consenso cientifico acerca de la conveniencia de
no informar de su hallazgo a los portadores (ni pacientes, ni donantes). Se
recomienda que no sean reportadas en los informes clinicos que reciben los
profesionales. Los usuarios deben saber que dicha interpretacion puede variar

en el futuro, segun el estado del conocimiento, las evidencias y los avances
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cientificos que ocurran. Asi consta en el documento informativo y de

consentimiento sobre estudios genéticos publicados por la SEF y por la CNRHA.

2. Hallazgos incidentales o secundarios
La secuenciacion completa del exoma y del genoma conlleva un potencial
riesgo de hallazgos incidentales, es decir, descubrir resultados que no eran el
objetivo primario del estudio, pero que pudieran ser de utilidad para el profesional
sanitario y para el propio paciente. Se ha publicado que su frecuencia de

aparicion oscila entre el 3,4-4,8%. (Green et al, 2013; 2016).

Existe un debate en la comunidad cientifica sobre si debemos o no
informarlos. Aunque en el contexto de la medicina diagnostica, la presencia de
hallazgos incidentales supone un afiadido y una oportunidad para el paciente de
poder llegar al diagnéstico, en el caso de los individuos sanos, que realizan un
estudio genético de cribado ampliado de portadores con una finalidad
reproductiva, su manejo supone un desafio. La decisién sobre informar o no
sobre los hallazgos incidentales es compleja y podria depender de si revelar el
hallazgo tiene una repercusion clinica (variante de enfermedad) y una utilidad
(existe tratamiento). EI Colegio Americano de Genética y Gendmica, “The
American College of Medical Genetics and Genomics” (ACMG) en sus
recomendaciones publicadas en 2014 (Green et al., 2013) y actualizadas en
2016 (Kalia et al., 2017) establece un listado de 59 hallazgos patogénicos o
probablemente patogénicos que deberian ser informados a los pacientes. En
cualquier caso, la Ley de Investigacion Biomédica establece que debe ser el

paciente, antes de realizar el estudio, quien, tras el pertinente asesoramiento
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genético, decida mediante un documento de consentimiento si quiere recibir o
no esa informacion. Hay que considerar que el paciente en cualquier momento
puede modificar su deseo inicial de ser informado, como consta en el documento
informativo y de consentimiento sobre estudios genéticos publicados por la SEF
(2017), donde también se prevé que el paciente pueda decidir que la decision
sobre informar o no recaiga en el equipo médico, opcidbn que se antoja
aconsejable dada la dificultad para una persona sin conocimientos cientificos
avanzados de prever todas las implicaciones clinicas de los datos que se
obtengan (hay que tener en cuenta que la citada Ley de investigacion biomédica
se dictd en 2007, antes de que se generalizara la secuenciaciéon masiva y los

procedimientos de obtencion de informacién a gran escala).

El mero hecho de contactar de forma inesperada con donantes o
pacientes generara en €éstos preocupacion, desconfianza, inquietud vy
desasosiego. En el caso de las parejas puede llegar a afectar a su relacion o
incluso a la relacion con su propio hijo, pudiendo generar un sentimiento de
rechazo o estigmatizaciéon. Por lo que sera recomendable contar con un

asesoramiento psicolégico adecuado.

El Colegio Americano de Genética y Gendmica (ACMG) propone que se
debe informar a los antiguos pacientes sobre cualquier informacién genética que
afecte a su salud (Wolf et al., 2018). Por otra parte, anima a que los médicos
inviten a que los pacientes que hayan realizado algun estudio genético
comuniquen a sus genetistas 0 consejeros genéticos cualquier cambio

‘relevante” en sus vidas (modelo “joint venture”) (Dheensa et al., 2017). Sin
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embargo, hasta la fecha actual no estd clara la postura de las diferentes

sociedades europeas.

Uno de los pocos trabajos que explora la opinidn de los pacientes sobre
esta cuestion (Dheensa et al.,, 2017) muestra como la mayoria de los
participantes opina que solo se les deberia recontactar si la informacion que se
les va a proporcionar es significativa y ademas consideran que es un deber por
parte de los facultativos que solicitaron la prueba. Por supuesto consideran

esencial que se respete su privacidad y confidencialidad.

A la vista de los argumentos anteriores, y teniendo en cuenta también la
experiencia clinica, se considera que el criterio para decidir si recontactar o no
con los pacientes y donantes estaria claramente por debajo de los casos de
‘reaccion adversa grave” y deberia de fijarse en aquellas situaciones con
trascendencia clinica significativa para la receptora, la descendencia o para los
propios donantes (pensando en su proyecto reproductivo futuro), a juicio del
equipo médico. Es decir, que procederia recontactar en aquellos supuestos en
los que la patologia es relevante para la salud del afectado y, razonablemente,
es posible tomar alguna medida preventiva o curativa. Debido a la complejidad
de la informacion genética y a sus numerosas implicaciones, es recomendable
que los pacientes (y donantes) deleguen en el equipo médico la decisién sobre
cuando procede recontactarles, tanto para el supuesto de nuevos hallazgos en
los estudios personales como en los estudios ampliados de los donantes que, en

su caso, se hubieran producido.
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El avance en el desarrollo tecnologico y en el conocimiento y el
entendimiento de las bases genéticas de las enfermedades obliga a los
profesionales que trabajan en el &mbito de la medicina reproductiva a profundizar
en el conocimiento de las bases genéticas y a adaptar estos avances a la
practica clinica diaria. Como hemos visto a lo largo de esta introduccion, el
cribado genético de donantes de gametos, realizado bajo un asesoramiento
genético anterior y posterior a los test genéticos aplicados, es fundamental en
los bancos de gametos actuales. Siendo uno de los aspectos mas controvertidos
el como implantar las nuevas tecnologias de NGS en dicho cribado con la

intencién de disminuir el riesgo reproductivo.
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1. Hipotesis

El cribado genético de portadores de enfermedades recesivas,
especialmente de fibrosis quistica, en donantes de gametos tiene la misma
seguridad reproductiva si se realiza mediante la secuenciaciéon completa del gen

(NGS) o mediante el analisis dirigido de variantes (genotipado).

Los diferentes test de genotipado utilizados habitualmente como test de
portadores de enfermedades recesivas en donantes de gametos en el &mbito de
reproduccion humana asistida en Espafia presenta alta homogeneidad en cuanto

a las variantes analizadas en genes comunes.
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1. Justificacion

El cribado genético basado en la historia clinica personal y familiar,
cariotipo y test de portadores de enfermedades recesivas en donantes de
gametos persigue disminuir el riesgo de transmitir enfermedades hereditarias a

la descendencia.

En los Ultimos afios, uno de los cambios mas relevantes que se han
desarrollado en este campo ha sido el avance en las técnicas de secuenciacion
de DNA y la capacidad de andlisis de los datos obtenidos. La llegada y mejora
de las técnicas de secuenciacion masiva ha supuesto una revolucién en el
ambito de la investigacion béasica y también en la medicina aplicada, su
desarrollo ha permitido aumentar su rendimiento tecnoldgico y disminuir sus
costes, por lo que ha facilitado su uso en la practica clinica diaria de forma
general, y en las clinicas de reproduccion asistida y en los bancos de gametos,

de forma especifica.

El problema al que nos enfrentamos es que el avance tecnolégico vy el
avance en el conocimiento cientifico no van acompafiados de una actualizacién
en la legislacién que regula estos procesos y, en muchas ocasiones, tampoco en
las recomendaciones de practica clinica publicadas por diferentes sociedades
cientificas. En el caso del cribado genético en donantes de gametos no existen
criterios claramente establecidos de como se debe proceder y, como
consecuencia, no hay unanimidad en los criterios y en los test genéticos que se
aplican en los diferentes bancos de gametos, ni en los test de cribado de

portadores que elaboran diferentes compafias genéticas.
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La heterogeneidad existente en los criterios y en los test genéticos
utilizados en el cribado de portadores en donantes de gametos puede repercutir
de forma directa sobre los riesgos reproductivos, incluso cuando los pacientes
recurren a tratamientos de reproduccion asistida con donantes de gametos
seleccionados mediante matching genético, proceso actualmente recomendado
por varias sociedades cientificas. Cabe destacar el caso de la fibrosis quistica,
debido a que su estudio en donantes de gametos es recomendado por la mayoria
de las sociedades cientificas, nacionales e internacionales, y presenta una alta
variabilidad genotipica y fenotipica. Estos dos factores dificultan especialmente
la interpretacion de los datos genéticos obtenidos en el cribado de la fibrosis

quistica.

Por ello, resulta fundamental analizar, estudiar y evaluar los diferentes test
genéticos actualmente disponibles en el mercado y que son utilizados, tanto en
Espafia como en el extranjero, como cribado de portadores en donantes de
gametos. Existen recomendaciones generales en relacion a la elaboracion de
estos test de portadores, pero se desconoce su rendimiento y la repercusion que
puede suponer la aplicacion de cada uno de ellos en los tratamientos de

reproduccion asistida con gametos donados.

2. Objetivos

1. Analizar la frecuencia de portadores de alteraciones y polimorfismos

cromosomicos en donantes de gametos.

92



Materiales y Métodos

2. Determinar la frecuencia de portadores de enfermedades recesivas en
donantes de gametos que han sido analizados mediante
secuenciacion completa de los genes y comparar los resultados con
los que se habrian obtenido si se hubieran aplicado los 3 test de
genotipado que se usan comunmente como cribado de portadores en

los diferentes bancos de gametos en Espafia.

3. Determinar la frecuencia de portadores de fibrosis quistica en
donantes de gametos en Espafia cuando son analizados mediante
secuenciacion completa del gen CFTR y comparar los resultados con
los que se habrian obtenido si se hubieran aplicado los 4 test de
genotipado de CFTR que son ampliamente utilizados en los diferentes

bancos de gametos en Espafia.

4. Determinar la probabilidad de matching de alto riesgo en tratamientos
de reproduccion asistida que utilizan doble donaciéon de gametos
cuando se aplican los test de portadores de enfermedades recesivas
mediante secuenciacion completa del gen y estimar la probabilidad de
matching de alto riesgo que se hubiera obtenido aplicando los test de

genotipado.
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1. Poblacion

Entre enero de 2017 y agosto de 2020, 5879 personas interesadas en la
donacion de gametos, con edad comprendida entre 18 y 35 afios, se incluyen en
un proceso de seleccion en el programa de donacion de gametos, que consta de
tres fases secuenciales: en primer lugar, se realiza una entrevista informativa; en
segundo lugar, se realiza la recogida de la historia clinica personal y familiar y
evaluacion psicologica; y en tercer lugar, se realiza una exploracion fisica y

analisis de semen o ecografia vaginal, en varones o mujeres, respectivamente.

2. Proceso de seleccion en el programa de donacidon
(Figura 1):

2.1 Entrevista informativa e historia clinica

Se realiza una entrevista a los 5879 interesados en la donacion de
gametos, 4125 candidatos a donantes de semen (CDS) y 1754 candidatas a
donantes de ovocitos (CDO), y se les informa de las caracteristicas del proceso
de donacion y de las implicaciones que puede conllevar cada parte del proceso.
Tras informarles y resolver cada una de sus dudas, los candidatos a donantes
aceptan o rechazan continuar con el proceso de seleccién de donantes de
gametos. Los candidatos interesados firman un consentimiento informado en el
que queda reflejado por escrito toda la informacién que le ha sido proporcionada
en la entrevista. Ademas, en esta primera entrevista se les informa de que sus
datos seran incluidos en el registro nacional de donantes de la plataforma

SIRHA, perteneciente al Ministerio de Sanidad. Es en este momento en el que a
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los candidatos se les asigna un codigo de donante para continuar con el proceso

de forma anénima.

A pesar de que los consentimientos informados elaborados en el banco
de gametos cumplen con los requerimientos legales en Espafia (Ley 14/2006,
del 26 de mayo, sobre técnicas de reproduccion humana asistida) y con las
recomendaciones de la Sociedad Espafiola de Fertilidad
(https:/Iwww.sefertilidad.net/index.php?seccion=biblioteca&subSeccion=consen

timientosESP), parte de este estudio fue aprobado por el comité de ética (Anexo
).

A los candidatos que aceptan las condiciones en la entrevista informativa
previa se les realiza la recogida de la historia clinica personal y familiar en la que
se incluye informacion clinica de 4 generaciones familiares, o que nos permite
descartar donantes afectos de alguna patologia y sospechar la presencia de
enfermedades con herencia dominante, alteraciones familiares en el cariotipo, o
enfermedades multifactoriales que presenten un patrén de agregacion familiar y
gue pudieran conllevar un aumento del riesgo reproductivo, con respecto al
riesgo poblacional, para la descendencia. Se descartan aquellos candidatos que
presenten una historia clinica personal o familiar que sugiera un aumento del
riesgo reproductivo, respecto a las entidades previamente descritas, para la

descendencia de estos individuos.

Finalmente, tras la entrevista y recogida de la historia clinica, 2941
candidatos a donantes de semen y 1310 candidatas a donantes de ovocitos

siguen en el proceso.
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Figura 1. Diagrama de flujo con los criterios de inclusion en el programa

de donacion de gametos.

5879 CDG

/ g \
4125 CDS 1754 CDO

NO l l NO

ACEPTADOS ACEPTADAS

1184 CDS - [ Entrevista informativa / Historia clinica ]—D‘ 444 CDO

l ACEPTADOS l

2941 CDS 1310 CDO

NO l l NO

2046 CDS ACEPTADOS [ Analisis de ][ Revision ginecologica ] ACEPTADAS 387 CDO
semen RFA

l ACEPTADOS l

895 DS 923 DO

CDG = Candidatos a donantes de gametos; CDS = Candidatos a donantes de semen;
CDO = Candidatas a donantes de ovocitos; DS = Donantes de semen; DO = Donantes de

ovocitos; RFA = Recuento de foliculos antrales.

2.2 Andlisis de semen

A los 2941 varones que contindan, se les realiza un analisis de semen.
Todas las muestras de semen fueron obtenidas en el banco de gametos
mediante masturbacién tras 3-5 dias de abstinencia sexual. Son aceptados los
candidatos cuyos parametros seminales cumplen los criterios de calidad seminal
minimos establecidos por el banco de gametos, los cuales son superiores a los
valores de referencia establecidos por la Organizacion Mundial de la Salud

(WHO, 2010) (Tabla a).
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Tabla a. Valores minimos de calidad seminal establecidos como criterios
de aceptacion en el programa de donacién de semen en nuestro estudio y los
valores de referencia establecidos por la WHO (WHO, 2010).

Criterios Limites referencia
aceptacion WHO 2010

Parametros Seminales  ganco de Semen  Percentil 5° (95% IC)

Concentracion total >60 15 (12-16)
(millones/mL)

Movilidad progresiva (%) >50 32 (31-34)
Morfologia normal (%) >4.0 4 (3.0-4.0)
Volumen seminal (mL) >1.5 1.5(1.4-1.7)

IC = Intervalo de confianza

Las muestras que cumplen los criterios de calidad seminal establecidos
son sometidas a un proceso de crioconservacion y posterior descongelacion,
para valorar la concentracibn de espermatozoides moviles tras la
descongelacién, si la supervivencia espermatica es superior al 50%, los

candidatos seran aceptados como donantes de semen.

Tras el analisis seminal y posterior test de descongelacién 895 candidatos

a donantes de semen son aceptados como donantes de semen (DS).
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2.3 Revision ginecoldgicay recuento de foliculos antrales

Se realiza exploracién fisica y ecografia vaginal para valoracion
ginecoldgica a 1310 CDO. Se establece como criterio de seleccidon en base al

recuento de foliculos antrales (RFA):

Mujeres con recuento de foliculos antrales mayor a 20 (suma de

ambos ovarios), sera aceptadas.

- Aquellas candidatas con RFA = 12 y < de 20 seran candidatas a
realizarse una determinacion de AMH. Si esta es = 2 ng/ml se

aceptara.
- Candidatas con RFA < 12 seran rechazadas.

- Sera criterio de exclusion la presencia de imagenes ecogréficas que
sugieran patologia organica. En ese caso, la candidata a donante sera
correctamente derivada a su médico de referencia. En caso de sugerir
patologia funcional (por ejemplo, persistencia folicular) citaremos para

nueva valoracion.
Tras la revision ginecoldgica 923 candidatas a donantes de ovocitos son
aceptadas como donantes de ovocitos (DO).
3. Analisis genético en donantes de gametos

Se realiza el estudio del cariotipo y un test de portadores ampliado de
enfermedades recesivas a los 1818 donantes de gametos (DG) que han sido

aceptados en el programa de donacion, 895 DS Y 923 DO.
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3.1 Cariotipo

Los analisis cromosomicos se realizaron en linfocitos de sangre periférica
obtenida en tubo de heparina sédica. Se realiza el cultivo por técnica
convencional con fitohemaglutinina (PHA) durante 72 horas y sacrificio del cultivo
por adicion de colchicina durante 2 horas. Se aplicaron técnicas de bandeo GTG
usando protocolos estandar y se analizaron un total de 20 metafases con el

analisis completo de cinco cariotipos.

En los casos de mosaicismo, se analizan entre 30 y 50 metafases con

analisis completo de 10 metafases.

En la descripcién de los cariotipos se empled la nomenclatura sugerida
por el ISCN 2016 (Internacional System for Human Cytogenetic Nomenclature

2016) (Simons et al., 2016).

3.1.1 Clasificacion de variantes halladas en el cariotipo

Las variantes halladas en los cariotipos se clasifican como alteraciones

cromosomicas o polimorfismos en base a los siguientes criterios:

- Alteraciones cromosémicas: aquellas variantes que se han descrito en
las bases de datos, o en la bibliografia, asociadas a desarrollo de
enfermedad, o aquellas variantes estructurales que pueden producir

gametos desequilibrados.

- Polimorfismos: aquellas variantes que presentan alta frecuencia
poblacional y que no se han descrito en las bases de datos, ni en la

bibliografia asociadas a patologia.
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3.2 Test de portadores mediante NGS

El test de portadores realizado en nuestro estudio (qCarrier Plus test,
gGenomics) utiliza la tecnologia de secuenciacion masiva (NGS), que realiza el
estudio completo de los exones codificantes de cada gen y el analisis no dirigido
de variantes, en 302 genes asociados a enfermedades con herencia recesiva

(246 genes autosomicos y 57 genes ligados al cromosoma X).

Se realiza el andlisis de todas las variantes halladas en los exones
codificantes, en las regiones de union intrén-exén (+/- 5 nucledétidos) y en ciertas

regiones reguladoras.

De forma especifica, para el analisis del gen CFTR, se realiza la secuencia
del gen completo (exones e intrones). Para este gen se analizan, como para el
resto de genes, las variantes encontradas en regiones exonicas, regiones de
union intré-exon (+/- 5 nucledtidos) y, ademas, se analizan aquellas variantes
que se encuentran en regiones intrénicas profundas que han sido previamente

clasificadas como patogénicas por ClinVar (http://www. ncbi.nlm.nih.gov/clinvar).

Para el andlisis de los datos, se utilizan las lecturas de alta calidad, con
un error de secuencia promedio menor a 1 base de cada 1.000. Esta técnica es
capaz de detectar variantes de un solo nucleétido (SNV) y pequefias inserciones
y deleciones (indels) de hasta 9 nucledétidos, con alta sensibilidad (SNV> 99%;

indels> 85%) y elevada especificidad analitica (> 99%).

Para obtener este nivel de rendimiento, las muestras se secuencian con

valores de cobertura vertical promedio elevados, generalmente > 150X. Esto
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asegura que la gran mayoria de las bases secuenciadas (>96%) se lean a una
profundidad minima de 30X. A esta profundidad la probabilidad de no identificar
una variante heterocigota es muy baja (0,016%), sensibilidad del 99,984% a 30x.
Ademas, con esta cobertura la probabilidad de que un error de secuenciacion
sea visto a una fraccion por encima de 20% de las lecturas es también muy baja,

normalmente por debajo del 1%, controlando asi la tasa de falsos positivos.

Por otro lado, se identifican las regiones que han sido secuenciadas con
valores de profundidad de 15X, valor que se encuentra dentro del rango de
profundidad de 10-20X sugeridos en guias referentes, como la del American
College of Medical Genetics. A 15X, la probabilidad de ver una variante
heterocigota real que tenga una representacion menor del 20% es muy bajo, de

3.6 en 1.000 (0,36%, o sensibilidad del 99,64%)

En el caso de hallar variantes patogénicas conocidas en regiones con
lecturas a muy baja profundidad se procede a la validacion mediante una técnica

alternativa (Sanger).
Se realizan otras técnicas genéticas alternativas al NGS:

- Se confirman las variantes en el nimero de copias (CNVs), detectadas
por NGS mediante un algoritmo interno para los genes SMN1, HBAL,
HBA2 y DMD, utilizando los kits comerciales disponibles de MLPA
SALSA Kits (P60, P140, P34 and P35) procedentes de MRC-Holland

(Netherlands).
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- Se utiliza la técnica de triplet repeat Primed-PCR (TP-PCR) para el
analisis del triplete GAA en el intron 1 del gen FXN (9921.11) y se
determina el rango de expansion y numero de repeticiones de la
siguiente forma: Normal (5-33 repeticiones) y mutacion completa (>66

repeticiones).

- Se realiza el analisis de repeticiones CGG en la region 5’ no traducida
del gen FMRL1 en todas las donantes de ovocitos, utilizando el kit
Amplidex FMR1 PCR CE-IVD (ref. 780002) obtenido de Asuragen (EE.
UU.) y se determinan los siguientes rangos de expansion: normal (5-
44  repeticiones), mutacion intermedia (45-54 repeticiones),
premutacion (55-200 repeticiones) y mutacion completa (>200
repeticiones). Se informa, ademas, de la presencia y del numero de
interrupciones de la estructura triplete (CGG)n (conocido como
interrupciones AGG). El estudio del gen FMR1 no se realiza en

donantes de semen.

- Para el gen F8, se realiza el estudio de la inversion recurrente, que
afecta al intron 22 (Inv22), mediante la reaccion en cadena de la

polimerasa de desplazamiento inverso (IS-PCR).

3.2.1 Interpretacién de variantes halladas mediante NGS

Todas las variantes halladas fueron clasificadas en tres categorias:
variantes patogeénicas, variantes benignas y variantes de significado incierto

(VUS), de acuerdo a los siguientes criterios.
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Variantes patogénicas (incluye las variantes patogénicas y/o
probablemente patogénicas), se realiza el analisis secuencial de las
variantes en las siguientes bases de datos y se clasifican dentro de

este grupo las siguientes variantes:

o Variantes clasificadas como patogénicas y/o probablemente

patogénicas por la base de datos ClinVar (criterio clinvar).

o Variantes asociadas a enfermedad segun la bibliografia

cientifica (criterio bibliogréfico).

o Variantes descritas en la base de datos HGMDB (criterio

HGMDB) (http://www.hgmd.cf.ac.uk).

o Variantes de novo que producen efecto truncante en la proteina
(variantes nonsense, variantes que afectan al splicing, variantes

de tipo frameshift and grandes CNVs) (Proteinas truncadas).

o Gen FMRL1, los alelos intermedios (45-54 repeticiones CGG),
premutaciones (55-200 repeticiones CGG) y mutacion completa
(>200 repeticiones CGG) son reportadas como variantes

patogénicas.

Las variantes patogénicas halladas en el gen FMR1 se
clasifican posteriormente, segun el riesgo de expansion de
tripletes CGG a la siguiente generacién, como:

= Riesgo bajo: segun la bibliografia la expansion a

premutacion o mutacion completa no se ha descrito.
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= Riesgo medio: segun la bibliografia la expansion a

premutacion es posible.

= Riesgo alto: segun la bibliografia la expansion a
premutacion o a mutacion completa es altamente

probable.

o Gen FXN, los alelos premutados y las mutaciones completas

son reportadas como variantes patogénicas.
Variantes benignas/polimorfismos:

o Reportadas como benignas o probablemente benignas por

ClinVar.

o Variantes presentes en individuos control en las bases de datos
de 1000 genomas (http://1000genomes.org), Exome Variant
Server (http://evs.gs.washington.edu/EVS/) y Exome

Aggregation Consortium (http://exac.broadinstitute.org).

o Estas variantes aparecen en la poblacion de forma mas
frecuente a la esperada, estan presentes en individuos
controles en homocigosis y no han sido previamente descritas

en la bibliografia asociadas a enfermedad.

Variantes de significado incierto: incluye variantes que no han sido
previamente descritas como patogénicas en Clinvar o HGMDB, que
no estan descritas asociadas a enfermedad en la literatura cientifica y

gue presentan baja frecuencia poblacional.
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4. Analisis de variantes

Para cada una de las variantes halladas en nuestro estudio, se recogen

los siguientes datos:

- Clasificacibn segun la consecuencia molecular de la variante:

Missense, Nonsense, Frameshift, Splicing o Initiator Codon Variant.
- Numero de acceso identificativo a la base de datos ClinVar.
- ldentificador dbSNP.
- Clasificacién de patogenicidad segun ClinVar.
- Resefias bibliograficas que asocian la variante a la enfermedad.

Para las variantes halladas en el gen CFTR se recogen ademas los

siguientes datos:

- Clasificacion de las variantes segun la base de datos CFTR2:
o CC = variante causante de FQ.
o NCC = variante no causante de FQ.
o VC =variante asociada a clinica relacionada con FQ.
o SUE = variante bajo evaluacion clinica.
o N/S = variante no descrita en ClinVar.

- Clasificacion de la variante segun Castellani et al (2015):
o A =variante asociada a FQ.

o B =variante asociada a clinica relacionada con FQ.
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o C =variante sin consecuencias clinicas.
o D =Variante desconocida o con relevancia clinica desconocida.
o N/S = variante no descrita por Castellani et al (2015).
- Frecuencias de variantes en el gen CFTR:
o Frecuencias obtenidas en nuestro estudio.

o Frecuencias descritas en GenomAD (base de datos referente
para consulta de frecuencias poblacionales de variantes

genéticas).

5. Analisis de los test ampliados de portadores mediante

genotipado

Los test de genotipado, a diferencia de los test de secuenciacion completa
del gen, realizan un andlisis dirigido de variantes. Las variantes que analiza cada
test estan definidas previamente a la realizacion del estudio. El resultado seré la
presencia 0 ausencia de las variantes preestablecidas por cada test de
genotipado, sin analizar, ni informar, otras posibles variantes presentes, pero no

incluidas en el test.

De forma general, se analizan los tres test de genotipado mas
comunmente utilizados en el ambito de la reproduccion humana asistida en

Espafia:

- Panel H (GEN-F-HERES V1 Full Panel F, Full Genomics): analiza 301

genes.
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- Panel | (CGT Plus, iGenomix): analiza 306 genes.

- Panel SG (SG Preconception Focus, Sistemas Genomicos): analiza

299 genes.

Para el analisis especifico del gen CFTR, se analizan las variantes del gen
CFTR incluidas en los 4 test de genotipado mas comunmente utilizados en el

analisis del gen CFTR:

- Panel H (GEN-F-HERES V1 Full Panel F, Full Genomics): analiza 147

variantes.
- Panel | (CGT Plus, iGenomix): analiza 319 variantes.

- Panel SG (SG Preconception Focus, Sistemas Genomicos): analiza

339 variantes en el gen CFTR, que dividen en dos grupos:
o 238 variantes asociadas a fibrosis quistica

o 11 variantes asociadas exclusivamente a la ausencia bilateral

congénita de conductos deferentes (ACBVD).

- Panel E (CFEU2v1 + CF Iberian +CF Poly-T, Elucigene]: analiza 69
variantes. El panel E esta dirigido especificamente a poblacion

europea e ibérica.

La comparacion de los resultados obtenidos en nuestro estudio mediante
secuenciacion completa de los genes y los que se hubieran obtenido con los test
de genotipado se realiza Unicamente a nivel tedrico. Se determina si los genes o

variantes halladas en los donantes de gametos estan incluidos en los diferentes
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test de genotipado, considerando que si estan incluidos en el test hubieran sido

detectados y si no estan incluidos, no hubieran sido detectados:

- Los genes o variantes detectadas en nuestro estudio, que estan
incluidos en todos los test de genotipado analizados fueron
denominados  “genes comunes” o ‘“variantes comunes’,

respectivamente.

- Aquellos genes o variantes detectados en nuestro estudio, que estan
incluidos Unicamente en uno de los test de genotipado analizados

fueron denominados “genes especificos” o “variantes especificas”.

6. Matching genético

El matching genético es el proceso que permite realizar el emparejamiento
de gametos en base a la informacion genética obtenida en los test de portadores.
Consideramos matching de alto riesgo cuando el donante de semen y la donante
de ovocitos son portadores de variantes patogénicas en un mismo gen o en una
misma condicién recesiva, teniendo en cuenta las enfermedades digénicas
incluidas en el test realizado en nuestro estudio (PCDH15/CDH23, BBS1/BBS2,

GJB2/GJB3/GJB6, SLC3A1/SLC7A9).

La probabilidad de matching genético de alto riesgo es calculada en base
a las frecuencias de portadores que hemos hallado en nuestra poblacién para
cada uno de los genes analizados. En este calculo no se incluyen las variantes
patogénicas ligadas al cromosoma X, ya que los donantes de gametos

portadores de variantes patogénicas en genes ligados al cromosoma X son
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descartados del programa de donacion, con la excepcion de que para el gen
FMR1 solo son descartadas las donantes de ovocitos que presentan riesgo de
expansion a la siguiente generacion. A pesar de ello, el gen FMR1 de las
donantes de ovocitos no se ha tenido en cuenta a la hora de calcular el riesgo
de matching genético, ya que las variantes que presentan las DO aceptadas se
consideran de bajo riesgo, casi nulo, de ampliacién a mutacion completa a la

siguiente generacion.

En base a esta informacion, también hemos calculado el riesgo de
embridn afecto como la probabilidad de que un embrién herede las dos copias

alteradas de un determinado gen o condicion genética recesiva.

7. Sensibilidad diagndéstica y sensibilidad clinica

Para valorar la capacidad que tienen los test de genotipado para detectar
variantes patogénicas y donantes portadores, teniendo en cuenta Unicamente

los genes comunes, se realizan las siguientes determinaciones:

- Sensibilidad diagnéstica para variantes totales: numero total de
variantes que hubieran sido detectadas por el test de
genotipado/nimero total de variantes detectadas mediante

secuenciacion completa del gen.

- Sensibilidad diagnéstica para variantes diferentes: namero de
variantes diferentes que hubieran sido detectadas por el test de
genotipado/nimero de variantes diferentes detectadas mediante la

secuenciacion completa del gen.
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De forma especifica, para el gen CFTR, se determina:

- Sensibilidad diagnostica: numero de variantes diferentes que hubieran
sido detectadas en el gen CFTR por el test de genotipado/nimero de
variantes diferentes detectadas en el gen CFTR mediante

secuenciacion completa del gen.

- Sensibilidad clinica: numero de donantes portadores en el gen CFTR
gue hubieran sido detectados por el test de genotipado/nimero total
de donantes portadores en el gen CFTR detectados mediante

secuenciacion completa de CFTR.

o Para el panel SG, que diferencia variantes del gen CFTR
asociadas a fibrosis quistica (FQ) y otras variantes asociadas a
la ausencia bilateral congénita de conductos deferentes

(ACBVD), se determina ademas:

= Sensibilidad diagnéstica/clinica total: teniendo en cuenta

todas las variantes del gen CFTR.

= Sensibilidad diagnéstica/clinica de FQ: teniendo en
cuenta las variantes que el panel SG asocia a fibrosis

quistica.

= Sensibilidad diagndstica/clinica de ACBVD: teniendo en
cuenta las variantes que el panel SG asocia a la

ausencia bilateral congénita de conductos deferentes.
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8. Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizaron los paquetes estadisticos SPSS y
MedCalc. Las variables cualitativas se describen mediante frecuencias absolutas
y relativas. Para la comparacion de dichas variables entre los diferentes grupos,
la comparacion de sensibilidades diagnésticas y clinicas de los test de
genotipado y la comparacion entre frecuencia de portadores de CFTR descritas
en GenomAD y observadas en nuestro estudio, se utilizo el test de chi cuadrado
o test de Fisher, con un nivel de significacién de p<0.05. Los test de genotipado

se compararon graficamente utilizando diagramas de Venn.

Los parametros de calidad seminal fueron analizados en escala
logaritmica para normalizar la distribucién. Para comparar los parametros de
calidad seminal entre el grupo de donantes de semen portadores de al menos
una variante en el gen CFTR frente a los donantes de semen no portadores de
variantes en este gen se utilizd la prueba t de Student, con un nivel de

significacion de p<0.05.
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1. Andlisis de variantes halladas en el cariotipo

1.1 Alteraciones cromosomicas

La prevalencia de alteraciones cromosOmicas que se encontraron en
donantes de semen fue 0.34% (3/895) (Tabla 1). En las donantes de ovocitos,
las alteraciones cromosémicas se observaron en el 0.7% (6/923) (Tabla 2) de los
cariotipos estudiados. Las alteraciones cromosOmicas mas frecuentemente
encontradas en donantes de gametos fueron alteraciones estructurales en
autosomas. En donantes de semen fueron las translocaciones robertsonianas
con un caso 45,XY,rob(13;14)(q10;q10) y otro 45,XY,rob(14;21)(q10;910), y en
donantes de ovocitos la translocacion del cromosoma 2, siendo un caso de

46,XX,1(2,3)(p12;926.1) y otro de 46,XX,t(2;7)(p24;p21).

Tabla 1. Alteraciones cromosémicas encontradas en donantes de semen.

Gonosomas 0
Autosomas 3
Estructurales 3(100%)
Translocaciones 2(67%)

45,XY,rob(13;14)(q10;q10)
45,XY,rob(14;21)(q10;q10)
Inversiones 1(33%)
46,XY,inv(4)(pl4g21)

Numéricas 0
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Tabla 2. Alteraciones cromosémicas encontradas en donantes de

ovocitos.

Gonosomas 1
Estructurales 0
Numéricas 1(100%)
46,XX[44]/45,X[6] 1
Autosomas 5
Estructurales 5(100%)
Translocaciones 4(80%)

45,XX,rob(13;14)(q10;q10)
46,XX,t(4;12)(q28;q12)
46,XX,1(2;3)(p12;q26.1)
46,XX,t(2;7)(p24;p21)
Inversiones 1(20%)
46,XX,inv(7)(q11.2922)

Numéricas 0

1.2 Variantes polimoérficas

En donantes de semen encontraron 1.2% (11/895) de cariotipos con
polimorfismos cromosémicos (Tabla 3), y en donantes de ovocitos este
porcentaje fue del 1.08% (10/923) (Tabla 4). No se observaron diferencias

significativas entre estas poblaciones. El polimorfismo que se encontré con mas
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frecuencia fue la inv(9)(p11q13) tanto en donantes de semen como de ovocitos

(Tablas 3y 4).

Tabla 3. Polimorfismos cromosémicos en donantes de semen.

Gonosomas 1

Inversiones 1(100%)
46,XY,inv(Y)(pl11.2911.23)
Autosomas 1
Estructurales 11(100%)
Inversiones 10(91%)
46,XY,inv(9)(p11q13)
46,XY,inv(9)(p13g21)
Otras 1(9%)
46,XY,15ph+

Tabla 4. Polimorfismos cromosémicos en donantes de ovocitos.

Gonadosomas 0
Autosomas 11
Estructurales 11(100%)
Inversiones 9(81.8%)

46,XX,inv(9)(p11g13)
46,XX,inv(9)(p13g21)
Otras 2(18.2%)
46,XX,15ph+

46,XX,14ps+
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2. Andlisis de variantes y de lafrecuencia de portadores de

donantes de gametos mediante el test gCarrier Plus.

De los 1818 donantes de gametos aceptados en el programa de donacién
(923 donantes de ovocitos y 895 donantes de semen), 1470 (80,86%) fueron
portadores de al menos una variante patogénica (729 donantes de semeny 741
donantes de ovocitos), no existiendo diferencias estadisticamente significativas
entre ambas poblaciones. La media de variantes patogénicas por donante fue de
aproximadamente 1,69 (1,68 en donantes de semen y 1,7 en donantes de

ovocitos) (Grafica 1).

Gréfica 1. Frecuencia de donantes de semen y donantes de ovocitos
portadores de 0 a 6 variantes patogénicas en los 302 genes estudiados mediante

gCarrier Plus en los 1818 donantes de gametos analizados.

Variantes patogénicas/donante

30,00
25,00
20,00
15,00
10,00
5,00 .
I F =
1 2 3 4 5 6

DS (%) 18,55 29,16 29,16 15,42 4,58 2,57 0,56
DO (%) 19,72 29,58 23,73 17,98 6,28 1,95 0,76

Donantes portadores(%)

VARIANTES PATOGENICAS (n)

H DS (%) DO (%)

DS = donantes de semen; DO = donantes de ovocitos. No existen diferencias
significativas entre ambas poblaciones.
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De los 302 genes analizados, se detectaron variantes patogénicas en 236
genes diferentes (196 en donantes de semen y 197 en donantes de ovocitos),
14 de los cuales son genes ligados al cromosoma X (2 en donantes de semen 'y
14 en donantes de ovocitos) (Tabla 5).

Tabla 5. Genes ligados al cromosoma X en los que se hallaron variantes
patogénicas en los 895 donantes de semen y 923 donantes de ovocitos

analizados mediante el test qCarrier Plus.

Genes ligados al X DS DO
AR 0 1
DMD 0 1
F8 6 3

F9 0 1
FMR1 0 23
G6PD 10 19
GLA 0 2
IDS 0 1
ILIRAPL1 0 1
PQBP1 0 1
PR2 0 1
RS1 0 1
THOC?2 0 2
TSPAN7 0 1

Total 16 (1,8%) 58 (6,3%)

DS = donantes de semen; DO = donantes de ovocitos. * Existen diferencias significativas entre
ambas poblaciones.

120



Discusion

De las 23 variantes halladas en el gen FMR1, se obtuvieron 19 alelos
intermedios y 4 premutaciones, solo 7 de las 23 DO portadoras de FMR1 fueron

descartadas del programa de donacion (Tabla 6).
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Tabla 6. Numero de repeticiones CGG e interrupciones AGG halladas en

el gen FMR1 y riesgo de expansion a la siguiente generacion.

DO

© 00 N o o b~ w N P

N NN R R R R R R R R R R
N B O © ©® ~N O U »N W N kB O

23

n® CGG (+/- 1 triplete) n°AGG

45
45
45
45
45
46
46
47
47
47
48
49
49
49
50
50
52
53
54
55
56
62
64

1

1
1
1
2
2
1
2
2
3
2
1
2
2
1
1
2
2
2
2
1
2
1

Riesgo expansion
Bajo (+/-1) (1 a 2)
Bajo (+/-1) (1 a 2)
Bajo (+/-1) (1 a 2)
Bajo (+/-1) (1 a 2)
Bajo (+/-1) (-1 a 2)
Bajo (+/-1) (-1 a 2)
Bajo (+/-1) (-1 a 2)
Bajo (+/-1) (-1 a 2)
Bajo (+/-1) (-1 a 2)
Bajo (0) ()
Bajo (+/-1) (-1 a 2)
Bajo (+/-1) (1 a 2)
Bajo (+/-1) (-1 a 2)
Bajo (+/-1) (-1 a 2)
Bajo (+/-1) (-20 a 4)
Bajo (+/-1) (-20 a 4)
Medio (+/-2) (1 a 4)
Medio (+/-2) (1 a 4)
Medio (+/-2) (1 a 4)
Medio (+/-1) (-2 a 1)
Medio (+/-2) (-2 a 8)
Alto (+/-1) (-17 a 24)*
Alto (+/-4) (-4 a 10)*

Conclusién
Aceptada
Aceptada
Aceptada
Aceptada
Aceptada
Aceptada
Aceptada
Aceptada
Aceptada
Aceptada
Aceptada
Aceptada
Aceptada
Aceptada
Aceptada
Aceptada

Rechazada

Rechazada

Rechazada

Rechazada

Rechazada

Rechazada

Rechazada

* Bibliografia que describe casos de pacientes con ese numero de repeticiones CGG que
han amplificado a mutacion completa (Nolin et al., 2011).
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En estos 236 genes se hallaron un total de 3079 variantes patogénicas

(1506 en donantes de semen y 1573 en donantes de ovocitos).

3. Rendimiento de los test de genotipado.

De los 236 genes en los que se detectaron variantes patogénicas
mediante el test qCarrier Plus, 162 genes son estudiados por el panel H, 156 por
el panel SGy 159 por el panel | (Tabla suplementaria 1). Sin embargo, solamente
100 de los 236 genes son estudiados de forma comun por los tres test de
genotipado analizados (Genes comunes) (Figura A).

Figura A. Genes en los que se hallaron variantes patogénicas en nuestro

estudio mediante qCarrier Plus y que son estudiados por los diferentes test de

genotipado (Panel H, Panel SG y Panel I).

Teniendo en cuenta las variantes patogénicas detectadas con el test
gCarrier Plus considerando Unicamente los 100 genes, los paneles H, SG e |

solo habrian detectado variantes en 65, 78 y 75 de los genes comunes,
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respectivamente. Habiéndose detectado variantes por los tres test de genotipado
Unicamente en el 55% de los genes comunes (Figura B).
Figura B. Genes comunes, en los que se detectaron variantes

patogénicas con qCarrier Plus, que habrian sido detectadas por los diferentes
test de genotipado (Panel H, Panel SG y Panel I).

Para poder profundizar en el rendimiento de los test de genotipado,
evaluamos las 1741 variantes patogénicas totales (entre las que se detectan 607
variantes diferentes) que fueron halladas en los 100 genes comunes mediante el
test de gCarrier Plus. Con el panel H habrian sido detectadas 632 variantes
totales (164 variantes diferentes); con el panel SG habrian sido detectadas 996
variantes totales (259 variantes diferentes); y con el panel | habrian sido

detectadas 809 variantes totales (281 variantes diferentes).

Se observaron diferencias estadisticamente significativas en la

sensibilidad diagndstica de variantes diferentes entre el panel H respecto a los
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paneles SG e |. En cambio, en la sensibilidad diagnostica para variantes totales
se hallaron diferencias estadisticamente significativas entre los tres paneles,
siendo el panel SG el que detecta mayor cantidad de variantes totales con mayor
significacion estadistica (Tabla 7) (Figura C).

Figura C. Variantes patogénicas diferentes detectadas por NGS mediante

gCarrier Plus, que habrian sido detectadas por los diferentes test de genotipado
(Panel H, Panel SG y Panel I).
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Tabla 7. Sensibilidad diagndstica para variantes totales y variantes
diferentes de los 100 genes comunes en los distintos test de genotipado.

Test genotipado Sensibilidad diagndéstica Sensibilidad diagnéstica

Variantes totales Variantes diferentes
(n=1741) (m=607)
Panel H 632/1741 (36.3%)"¢ 164/607 (27%)
Panel SG 996/1741 (57.2%)2¢ 259/607 (42.7%)?
Panel | 809/1741 (46.5%)P 281/607 (46.3%)?
Panel H-SG-I 545/1741 (31.3%) 137/607 (22.6%)

(variants comunes)

Sensibilidad diagnostica para variantes totals = nUmero total de variantes detectadas por
el test de genotipado / nimero total de variantes detectadas por NGS; Sensibilidad diagnéstica
para variantes diferentes = nimero de variantes diferentes detectadas por el test de genotipado
/ nimero de variantes diferentes detectadas por NGS; n = nUmero de variantes totals detectadas
en nuestro estudio mediante NGS; m = nimero de variantes diferentes detectadas en nuestro
estudio mediante NGS; a = p<0.05 vs panel H; b = p<0.05 vs panel SG; ¢ = p<0.05 vs panel .
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Tabla 8. NUmero de variantes totales y diferentes que no habrian sido
detectadas por cada uno de los test de genotipado analizados.

Test genotipado Variantes totales Variantes diferentes
no detectadas no detectadas
(n=1741) (m=607)
Panel H 1109/1741 (63.7%) 2P 443/607 (73%) 2P
Panel SG 745/1741 (42.8%)° 348/607 (57.3%)
Panel | 931/1741 (53.48%) 325/607 (53.54%)
Panel H-SG-| 627/1741 (36%) 271/607 (44.7%)

n = ndimero de variantes totals detectadas en nuestro estudio mediante NGS; m = nimero
de variantes diferentes detectadas en nuestro estudio; a = p<0.05 vs panel SG; b = p<0.05 vs
panel I.

En total, 545 variantes totales (31,3%) y 137 variantes diferentes (22,6%)
habrian sido detectadas por los 3 test de genotipado (Figura C) (Tabla 7) (Tabla
suplementaria 2). Por el contrario, 627 variantes totales (36%) y 271 variantes
diferentes (44,7%) no habrian sido detectadas por ninguno de los tres test de

genotipado (Figura C) (Tabla 8) (Tabla suplementaria 2).

4. Analisis de la clasificacion de variantes patogeénicas.

De las 607 variantes patogénicas diferentes detectadas en nuestro
estudio con (qCarrier Plus, 378 habrian sido clasificadas como
patogénicas/probablemente patogénicas por ClinVar. De las 229 restantes, 102
variantes producirian proteinas truncadas y 150 variantes habrian sido descritas

en la literatura asociadas a enfermedades. Cabe destacar que 124 de las
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variantes patogeénicas halladas en nuestro estudio no habrian sido descritas por
Clinvar, dando lugar el 76.6% de las mismas a proteinas truncadas (Tabla 9)
(Tabla suplementaria 2).

Tabla 9. Criterios de patogenicidad de las 607 variantes diferentes

clasificadas como patogénicas en nuestro estudio.

Clasificacion por Criterios Proteina  Criterios
CLINVAR bibliograficos truncada HGMD

P/LP (n=378) - -- -

(62.27%)

V (n=95) 91 5
(15.65%)

LB/B (n=10) 10 2
(1.65%)

NA (n=124) 49 95 11
(20.43%)

Total 607 (100%)

P = patogénica; LP = probablemente patogénica; V = variante de significado incierto; LB
= probablemente benigna; B = benigna; NA = no descritas; n = nimero de variantes diferentes

5. Analisis de variantes en el gen CFTR

Los paneles H, I, SG y E analizan 147, 319, 339 y 69 variantes
respectivamente. Solo 42 de las variantes son estudiadas de forma comun por
los 4 test de genotipado, y 46, 68, 79 y 6 variantes son analizadas de forma
exclusiva por el test de genotipado H, |, SG y E, respectivamente (Figura D)

(Tabla 10).
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Figura D. Variantes analizadas del gen CFTR en los diferentes test de
genotipado (Panel H, Panel SG, Panel | y Panel E).

Panel I Panel SG

Panel Panel E

68

5
46

De los 1818 donantes de gametos, 350 fueron portadores de al menos
una variante patogénica en el gen CFTR (178 en DS y 172 en DO). Siendo la
frecuencia de portadores aproximadamente de 1 de cada 5 en ambas

poblaciones (Tabla suplementaria 2).

En total, se hallaron 59 variantes diferentes en el gen CFTR (41 en DSy
42 en DO), todas ellas en heterocigosis, de las cuéles 45 de tipo missense, 6
nonsense, y 7 que alteran el splicing y 1 que cambia el marco de lectura (Tabla

suplementaria 3).

Segun Castellani et al. (2015), 25 de las 59 variantes habrian sido
clasificadas como clase A o B, de las que solo 12 variantes (48%) habrian sido

detectadas por los cuatro test de genotipado analizados para el gen CFTR.
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El andlisis de los test de genotipado muestra que tan solo 13 de las 59
variantes diferentes (22%) halladas en el gen CFTR, estén incluidas en los 4 test
de genotipado analizados. Y que 1 y 9 variantes serian estudiadas de forma
exclusiva por el Panel | y SG, respectivamente. Por otro lado, 32 de las variantes
no serian analizadas por ninguno de los test de genotipado, de las que 6
(18,75%) serian clasificadas como A o B por Castellani et al. (2015), 16 de ellas
(50%) habrian sido clasificadas por Clinvar como patogénicas Yy/o
probablemente patogénicas y 8 variantes estarian clasificadas como causantes
de clinica variada asociada a fibrosis quistica o bajo evaluacién segun la base

de datos CFTR2 (Tabla suplementaria 3).

No existen diferencias significativas observadas en la sensibilidad
diagndstica de los diferentes test de genotipado evaluados. Sin embargo, existen
diferencias en la sensibilidad clinica de los paneles I, Hy SG respecto al panel
E, el cual es claramente mas sensible con respecto a los otros 3 test para
variantes asociadas a fibrosis quistica (Tabla 11).

Tabla 10. Porcentaje de variantes comunes y especificas incluidas en los

diferentes paneles de genotipado para el gen CFTR.

% Variantes Panel E Panel | Panel H Panel SG
(n=69) (n=319) (n=147) (n=339)
Comunes 60,89% 13,17% 28,57% 12,39%

(42/69)  (42/319) (42/147)  (42/339)

Especificas 8,7% 21,32% 31,29% 23,3
(6/69) (68/319) (46/147) (79/339)
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Tabla 11. Sensibilidad diagnostica y clinica en los diferentes test de
genotipado para el gen CFTR.

Sensibilidad Panel E Panel | Panel H Panel SG(n=339)
(n=69) (n=319) (n=147)

Diagnodstica 28,81% 30,51% 28,81% Total 44,07% (26/59)

(17/59) (18/59) (17/59) FQ 33,9% (20/59)
ACBVD 10,17 % (6/59)

Clinica 49,43% 15,43% 15,14% Total 64,57% (226/350)

(173/350)  (54/350) %  (53/350) %  FQ 18,86% (66/350)2
ACBVD 45,71% (160/350)

Sensibilidad Clinica = nimero de donantes portadores en el gen CFTR que hubieran sido
detectados por el test de genotipado/nimero total de donantes portadores en el gen CFTR
detectados por NGS; Sensibilidad diagndstica = nidmero de variantes en el gen CFTR que
hubieran sido detectadas por el test de genotipado/nimero de variantes detectadas en el gen
CFTR por NGS. n = nimero de variantes incluida en cada panel de genoptipado; Total = variantes
totales, incluyendo las asociadas a fibrosis quistica y a la ausencia bilateral congénita de
conductos deferentes; FQ = Variantes asociadas a fibrosis quistica; ACBVD = Variantes
asociadas a la ausencia bilateral congénita de conductos deferentes. a = diferencias estadisticas
en la sensibilidad clinica (p<0,05) de los diferentes paneles vs. al panel E.

De las variantes patogénicas halladas con mayor frecuencia en el gen
CFTR, la variante ¢.1210-34TG(11,12)T(5) habria sido detectada por los paneles
E y SG, en cambio el Panel SG la incluye dentro de variantes no asociadas a
fibrosis quistica, incluyéndola dentro del grupo de variantes asociadas ausencia
bilateral congénita de conductos deferentes. La variante ¢.224G>A no habria
sido detectada por ningun test de genotipado, la variante ¢.2991G>C habria sido
detectada Unicamente por el panel SG (dentro de la clasificacion variante
asociada a ACBVD y no a FQ) y la variante ¢.1521 1523delCTT, que habria sido

detectadas por los 4 test de genotipado.
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Para 13 de las 59 variantes diferentes halladas en el gen CFTR, la
frecuencia hallada en nuestro estudio fue estadisticamente superior a la descrita

en la base de datos de GenomAD (Tabla suplementaria 3).

No se observan diferencias estadisticamente significativas para los
diferentes parametros de calidad seminal analizados, entre el grupo de donantes
de semen no portadores de variantes patogénicas en CFTR y los donantes de

semen portadores de alguna variante patogénica en CFTR (Tabla 12).

Tabla 12. Valores de los diferentes parametros de calidad seminal para el
grupo de donantes de semen, y para aguellos portadores/no portadores de

variantes patogénicas en CFTR.

DS Total DS CFTR (+) DS CFTR (-) p Valor
N= 895 N=178 N=717
Volumen (mL) 3.84 £1.37 3.93+1.34 3.82 +1.37 p =0.354
(2-9) (2-9) (2-9)

Concentracion  85.77 +28.75  84.34+26.23  86.06+29.11 p =0.493
(Mill/mL) (50-191) (50-190) (50-191)

Movilidad (%) 55.77 +4.59 56.19 +4.76 55.68 +4.09 p=0.16

(50-77) (50-73) (50-77)
Recuento
Moviles 177.43 +74.67 180.46 +69.82 176.81 +75.43 p=0.57
Totales (58.3-538.24) (61.71-473.04) (58.3-538.24)
(Mill/mL)

Morfologia 10.50 +3.99 9.95 +3.87 10.61#3.99 p=0.057
(Formas (4-18) (4-18) (4-17)
Normales %)

DS = Donantes de semen.
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6. Andlisis de matching genético y probabilidad de

embriones afectos con doble donacién de gametos.

Habiendo excluido al 6,3% de las donantes de ovocitos y al 1,8% de los
donantes de semen por ser portadores de una variante patogénica en algun gen
ligado al cromosoma X, la probabilidad de encontrar un matching de alto riesgo
en la asignacion donante de semen-donante de ovocitos fue del 6,92%, debido
principalmente a los genes CFTR, GJB2, HBA2, ATP7B, PAH y PKHD1 (Tabla
suplementaria 2). Segun estos datos, la probabilidad de embrién afecto de una
de las enfermedades recesivas testadas en qCarrier Plus seria del 1,73%. Para
poder comparar nuestros resultados con los que se hubieran obtenido si se
hubieran aplicado los test de genotipado analizados, realizamos el analisis con
los 100 genes comunes. En este caso, la probabilidad de matching de alto riesgo
con gCarrier Plus fue del 5,6%, mientras que la de embrion afectos seria del
1,4%. Si se hubieran aplicado los tres test de genotipado se habrian obtenido
probabilidades de matching de alto riesgo del 0,6%, 2,7% y 0,8% vy
probabilidades de embrién afectos del 0,2%, 0,7% y 0,2% para los paneles H,

SG e |, respectivamente (Tabla 13).
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Tabla 13. Probabilidad (%) de matching de alto riesgo y de embrién afecto
en tratamientos con doble donacion de gametos cuando se realiza NGS

mediante qCarrier Plus o si se aplicaran test de genotipado.

Test de portadores Matching de alto riesgo (%) Embrién afecto (%)
Panel qG + 5.54 1.39
Panel H 0.59 0.15
Panel SG 2.71 0.68
Panel | 0.81 0.2
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Actualmente, en el cribado genético de los donantes de gametos, ademas
de la realizacion de una historia médica, en la que se recogen datos clinicos
personales y familiares de al menos cuatro generaciones que permite evaluar la
posible deteccion de riesgo de enfermedades de herencia dominante o
multifactorial con patron de agregacion familiar, se debe realizar el analisis del

cariotipo y el cribado de enfermedades recesivas mas frecuentes y graves.

En cuanto a las alteraciones cromosomicas encontradas en el cariotipo,
es de destacar que se observaron el doble de alteraciones en donantes de
ovocitos que en donantes de semen (0,7% vs 0,34%), lo que coincide con lo
observado en otros estudios (Ananthapur et al., 2010) y puede ser debido a las
diferencias existentes en el protocolo de cribado entre DS y DO. En los DS,
previo a la realizacién del cariotipo, se realiza un analisis de semen para valorar
la calidad espermética. En caso de resultados alterados en el andlisis de semen
los DS son rechazados, pudiéndose deber muchas de las alteraciones halladas
en el analisis de semen a alteraciones cromosdmicas. Sin embargo, el cribado
de DO no dispone de una prueba similar, por lo que es légico que la prevalencia
de alteraciones cromosOmicas en esta poblacion resulte mas elevada que en

DS.

La prevalencia de alteraciones cromosomicas que se hall6 en donantes
de semen coincide con el observado por Ravel et al. (2006), que obtuvieron un
0.38%, en cuyo estudio también consideraron que los candidatos portadores de
alteraciones cromosémicas deberian ser excluidos en el proceso de seleccién

de donantes de semen. Sin embargo, la frecuencia de donantes de semen
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portadores de alteraciones cromosomicas fue menor a la encontrada por Siffroi
et al. (2004), con un 0.6% de alteraciones cromosomicas. Esto fue debido a que
ellos en su estudio si incluyeron polimorfismos como la inv(Y) y la inv(9), a
diferencia de nosotros que, siguiendo la recomendacion de la European
Cytogeneticists Association (Hastings et al., 2007; Hastings et al., 2012; Lloveras

et al., 2013), no los incluimos y procedimos a analizarlos de forma independiente.

En las donantes de ovocitos, las alteraciones cromosomicas se
observaron en el 0.7% de los cariotipos estudiados, al igual que observaron
Siffroi et al. (2004) con un 0.7%, los cuales también decidieron que estas
donantes fueran excluidas del programa de donacién. Por el contrario, Ravel et
al. (2007) encontraron una frecuencia de 11.7% de alteraciones cromosomicas
en las donantes de ovocitos. Esta alta frecuencia puede ser explicada, segun los
autores, por un sesgo de seleccion de las donantes, ya que en Francia la
donacion de ovocitos es altruista y no perciben ninguna compensacion
econOmica por la misma, por ello el perfil de donante de ovocitos es de mujeres
con historia familiar de esterilidad o una historia personal de retraso en la
concepcion, lo que para ellas representa una fuerte motivacién para someterse
a los tratamientos necesarios para la donacion de ovocitos, a pesar de sus
inconvenientes. Estas donantes, por tanto, podrian pertenecer a familias con

mayor riesgo de presentar alteraciones cromosémicas.

La alteracion cromosOmica observada con mas frecuencia en donantes
de semen y de ovocitos fueron las translocaciones, siendo la translocacion

robertsoniana (13;14) la Unica coincidente en ambos grupos de donantes y la
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mas frecuente, al igual que observaron otros autores (Nielsen et al., 1991; Siffroi
et al., 2004). Las translocaciones robertsonianas presentan una prevalencia del
0,1% en poblacion general y del 1% en poblacion infértil y se originan como
consecuencia de una translocacion entre dos cromosomas acrocéntricos no
homélogos (ej. 13, 14, 15, 21, 22), de forma que se genera un cromosoma
generalmente dicéntrico que contiene el brazo largo de los dos cromosomas
implicados y que implica la pérdida de los brazos cortos, siendo los portadores
generalmente compatibles con fenotipo normal, pero con un mayor riesgo de
descendencia con desequilibrios cromosémicos o con disomia uniparental, ya
que puede dar lugar a errores de segregacion durante la gametogénesis (Poot

et al., 2021).

Ademas, en el grupo de donantes de semen se observo la translocacion
robertsoniana (14;21), otra de las translocaciones robertsonianas clasificada
como “comun” junto a la translocacion rob(13;14), la cual se asocia también a
mayor riesgo de descendencia afecta de desequilibrios cromosémicos, entre

ellos a descendencia afecta de sindrome de Down (Kolgeci et al., 2015).

En este grupo de donantes también se ha hallado la inv(4)(p14g21), la
cual es una inversion pericéntrica que se acompafia de un riesgo de
descendencia cromosémicamente desequilibrada como consecuencia de la
formacion de recombinantes durante la meiosis (Warburton, 1991), es decir, los

puntos de ruptura pueden provocar deleciones o duplicaciones en la meiosis.

Por otro lado, en el grupo de donantes de ovocitos, se hallé un mosaicismo

de Turner, la donante portadora presento funcién ovarica normal, probablemente
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porque al ser mosaico, la linea celular 46,XX preserva la funcion ovérica (Kaneko
et al., 1990; Tara et al, 1998) y no presentd antecedentes familiares
relacionados, ya que el mosaicismo no es heredado, sino que ocurre como un
evento aleatorio durante la etapa de division celular en el desarrollo fetal
temprano del individuo afecto. Las portadoras de mosaicismo Turner presentan
un riesgo aumentado de producir gametos desequilibrados y descendencia

afecta de sindrome de Turner.

La frecuencia de polimorfismos cromosomicos en donantes de semen y
en donantes de ovocitos fue similar, con 1.2% y 1.8%, respectivamente. Debido
a la falta de acuerdo, los criterios de identificacion, la relevancia clinica y el riesgo
de interpretacién errébnea por personas sin suficiente formacion citogenética, la
European Cytogeneticists Association (ECA) recomienda no incluir los
polimorfismos en los informes citogenéticos (Hastings et al., 2007; Hastings et
al., 2012; Lloveras et al., 2013). Sin embargo, como veremos a continuacion, la
existencia de evidencias de un efecto negativo de los polimorfismos
cromosomicos en Reproduccion Asistida (Wyandt et al., 2014; Madon et al.,
2005; Minocherhomii et al., 2009; Sahin et al., 2008; Yakin et al., 2005; Uehara
etal., 1992; Serra et al., 1990), sugiere que se debe tener en cuenta en el cribado

genético de donantes de gametos.

En donantes de gametos, la inv(9) fue el polimorfismo mas prevalente
(0.55-0.57%), aunque con una frecuencia menor que la descrita para la poblacion
general (1-3%) segun algunos autores (Reindollar et al., 1981; Meza-Espinosa

etal., 2008; Nielsen etal., 1991; Teo et al., 1995; Rao et al., 2006). Esta inversiéon
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es de interés y estudiada por distintos autores por varias razones: son faciles de
reconocer y analizar en comparacion con variaciones en la longitud de la
heterocromatina, para las cuales los analisis pueden ser mas 0 menos
subjetivos; y en general, las inversiones son potencialmente peligrosas porque
pueden interferir con el apareamiento meiotico (Wyandt et al., 2014). Varios
autores han observado una posible asociacion entre la inversion pericéntrica del
cromosoma 9 e infertilidad (Uehara et al., 1992), esquizofrenia (Nanko et al.,
1993) y un mayor riesgo de descendencia con sindrome de Down (Serra et al.,
1990). Mas recientemente, varios estudios han registrado una incidencia mayor
estadisticamente significativa de polimorfismos (incluyendo la anteriormente
citada inversién del 9) entre personas con pobre historia reproductiva (Madon et
al., 2005; Minocherhomiji et al., 2009; Sahin et al., 2008; Yakin et al., 2005),
probablemente por ello se ha detectado con menor frecuencia en los candidatos

a donantes que en poblacién general.

Al igual que ocurre en los estudios comentados hasta ahora, que
analizaron la relacion entre polimorfismos cromosémicos y reproduccion natural,
también existe controversia en la relacion de estos polimorfismos con los
resultados en los tratamientos de reproduccién asistida. Asi, en 2005, Yakin et
al., investigaron a hombres de parejas estériles que estaban involucrados en
tratamiento ICSI, encontrando una frecuencia de embarazos clinicos e
implantacion embrionaria significativamente mas bajos en aquellos que
presentaron polimorfismos. Sin embargo, este estudio solo estudiaba parejas

estériles en las cuales la pareja masculina presentaba una oligospermia severa

141



Avances en el Cribado Genético en Donantes de Gametos

0 azoospermia, por lo que el estudio no reflejaba realmente el impacto de los
polimorfismos en el resultado de estas técnicas de tratamiento. Por el contrario,
Hong et al. (2011) que incluyeron a parejas estériles con diversas etiologias
tratadas con ciclos de tratamiento IVF/ICSI, no encontraron un efecto adverso de
la presencia de las variantes polimérficas en el resultado de los tratamientos

IVF/ICSI.

En base a los resultados e investigaciones previas consideramos que los
donantes con alteraciones y polimorfismos cromosomicos no deben ser
aceptados en el programa de donacién. De forma que, podamos adaptarnos a la
mayor seguridad que se exige legalmente a las técnicas de reproduccion asistida

con gametos donados y a mayores tasas de éxito en los TRA.

Ademas del cariotipo comentado hasta ahora, dentro del cribado genético

se debe realizar también el estudio de portadores de enfermedades recesivas.

Nuestros resultados demuestran que la mayoria de los donantes de
gametos son portadores de al menos una variante patogénica en uno o varios
de los genes analizados por NGS. En nuestro estudio este porcentaje fue
superior al 80%, similar a lo observado en otros estudios que utilizan, al igual
gue nosotros, secuenciaciéon completa del gen y andlisis no dirigido de variantes
(Ceyhan-Birsoy et al., 2019; Martin et al., 2015; Punj et al., 2018). En cambio, el
porcentaje obtenido en nuestro estudio es superior a los observados por grupos
que utilizaron genotipado y obtuvieron frecuencias de portadores de un 24% y

un 56% (Abuli et al., 2016; Lazarin et al., 2013).
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En nuestro estudio, un total de 58 donantes de ovocitos (6,3%) resultaron
portadoras de una variante patogénica en alguno de los genes analizados
asociados al cromosoma X, que es significativamente superior al 1,7% y al 2%
informado en estudios anteriores (Abuli et al., 2016; Martin et al.,, 2015),
probablemente porque se analizaron diferente nUmero de genes asociados al
cromosoma X en cada uno de los estudios. Para poder compararlos,
consideramos solo los genes vinculados al cromosoma X que se analizaron de
forma comudn en los tres estudios, es decir, F8 y FMR1, y no hubo diferencias

significativas en la frecuencia de portadores obtenida.

En relacién con el gen FMR1, 23 de las 925 DO (2,4%) presentaron 45 o
mas repeticiones CGG (alelos con posible riesgo de expansion en la
descendencia). Para la evaluacion del riesgo de expansion a la siguiente
generacion, se tuvieron en cuenta tanto el nimero de repeticiones CGG, como
el numero de interrupciones AGG en cada DO. Las combinaciones que, segun
la bibliografia, pudieran dar lugar a premutaciones (clasificadas como riesgo
medio) o las combinaciones que, segun la bibliografia, pudieran dar lugar con
alta probabilidad a premutaciones o mutaciones completas (clasificadas como
riesgo alto) fueron excluidas del programa. Asi, 7 de las 23 DO portadoras
(30,4%) no fueron aceptadas en el programa de donacién, ya que presentaban
mayor riesgo de expansién a mutacién completa o a estado de premutacion en
la siguiente generacion y por lo tanto se asociaban a un mayor riesgo
reproductivo de descendencia afecta de sindrome de X fragil o al desarrollo del

sindrome de temblor y ataxia asociado al X Fragil, tal y como muestran estudios
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previos (Nolin et al., 2003; Nolin et al., 2013; Yrigollen et al., 2012; Nolin et al.,

2015; Biancalana et al., 2015; Nolin et al., 2019).

De los 236 genes en los que se hallaron variantes patogénicas en nuestro
estudio, solo 100 de ellos estaban incluidos en los 3 test de genotipado
analizados (genes comunes). Hubo 27 genes que no eran estudiados por
ninguno de los tres test de genotipado y 8, 32 y 4 genes que se estudiaban de
forma exclusiva por los paneles, H, SG e I, respectivamente. Esto muestra la
marcada heterogeneidad presente entre los diferentes paneles de genotipado
disponibles en el mercado y previamente descrita por Molly et al. (2021) y otros
autores (Ben-Shachar et al., 2019; Chokoshvili et al., 2018; Molina et al., 2021).
Debido a ello, para poder evaluar los 3 test de genotipado, hemos tenido en

cuenta solo los 100 genes comunes.

Cabe destacar que en los 100 genes comunes se hallaron 607 variantes
patogénicas diferentes, el 44.7% de estas variantes no habrian sido detectadas
por ningun test de genotipado y solo el 22,6% de las mismas habrian sido
detectadas por los tres test de genotipado. Nuestros resultados muestran la gran
heterogeneidad que presentan los test de genotipado en cuanto a las variantes
patogénicas incluidas para cada gen incluso cuando evaluamos los genes que
son comunes en los tres test analizados.Nuestro hallazgo corrobora
investigaciones anteriores al respecto (Molina et al., 2020; Ben-Shachar et al.,
2019; Amendola et al., 2016). Ademas, nuestros resultados muestran que los
resultados obtenidos mediante genotipado subestiman la frecuencia de donantes

portadores y se asocian a un mayor riesgo residual de ser portador ante un
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resultado negativo del test, tal y como demuestran otros estudios (Abuli et al.,
2016; Lazarin et al., 2013; Molina et al., 2020; Silver et al., 2016). En esta misma
linea, Punj et al (2018), en su estudio realizado en un contexto reproductivo
preconcepcional, subrayan la necesidad de realizar secuenciacién completa del
gen para obtener datos mas fiables y poder detectar variantes patogénicas
previamente no descritas en bases de datos o en la bibliografia, ya que la
clasificacion de las variantes esta en continuo cambio. Ademas, coinciden con
nosotros en que, en comparacion a los test de genotipado, los test de
secuenciacion de gen completo son mucho mejores para detectar variantes raras

y variantes patogénicas nuevas en poblacion pan-étnica.

Por otro lado, existe cierta controversia con respecto a la consistencia de
la clasificacion de las variantes en la base de datos de ClinVar (Yang et al., 2017;
Amendola et al., 2016). Nuestro analisis registrdé un alto porcentaje de variantes
patogénicas no descritas en ClinVar, de las cuales el 76,6% (95/124) eran
disfuncionales. Este hallazgo coincide con el descrito por Silver et al. (2016),
quienes informaron que dos tercios de las variantes disfuncionales encontradas
en su estudio en donantes de semen no estaban registrados en la base de datos

de Clinvar.

En relacién con el gen CFTR, nuestros resultados han puesto en relieve
que la frecuencia de portadores de variantes patogénicas en este gen en
donantes de gametos (1 de cada 5, 19.3%) est4 muy por encima de lo descrito
en estudios previos realizados en poblacién caucasica europea (1 en 29) (Grody

et al., 2001). Esto puede deberse a que nuestro estudio fue realizado mediante
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secuenciacion completa del gen CFTR y andlisis no dirigido de variantes,
mientras que la frecuencia de la poblacion descrita en la literatura se basa en el
uso de paneles que incluyen un namero limitado de variantes del gen CFTR o

son datos obtenidos de estimaciones a partir de poblaciéon afecta de FQ.

Algunas publicaciones han informado tasas de portadores de FQ en
donantes de semen, pero estos estudios han sido realizados con test de
genotipado que analizan un numero limitado de variantes en el gen CFTR. En
consecuencia, la tasa de portadores obtenida es menor a la que se hubiera
obtenido si el andlisis se hubiera realizado mediante secuenciacion completa del

gen (Silver et al., 2016).

Ademas, dependiendo de las variantes del gen CFTR que incluyen en el
estudio obtienen diferentes tasas de portadores. Asi, segun Landaburu et al.
(2013), la tasa de portadores de FQ en donantes de semen es 1,3%. Sin
embargo, otro estudio de donantes de semen informa una tasa de portadores de
un 4.6% cuando la variante Poly 5T se excluye del analisis, y el 7,8% cuando se

incluye (Urbano et al., 2018).

En base a nuestro estudio, solamente el 22% de las diferentes variantes
halladas en el gen CFTR (13 de las 59 variantes diferentes halladas) estan
incluidas en los 4 test de genotipado analizados, lo que muestra la poca
homogeneidad existente entre los diferentes test de genotipado previamente ya
descrita por otros autores (Molina et al.,, 2020; Ben-Shachar et al., 2019;

Amendola et al., 2016; Kanavakis et al., 2003).
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La sensibilidad clinica y diagnostica obtenida de los test de genotipado
para el gen CFTR, muestra las limitaciones de estos test para detectar
portadores de FQ, corroborando hallazgos de investigaciones previas

(Kammesheidt et al., 2006; Simpson et al., 2019).

A excepciodn del panel E, que esta dirigido especificamente a la poblacion
europea e hispana, los paneles |, Hy SG han sido validados de acuerdo con las
normas Yy directrices del Colegio Americano de Genética Médica y Gendmica. A
pesar de ello, se utilizan frecuentemente como test de portadores en Espania.
Quizas es por eso que estos 3 test detectan una menor tasa de portadores de
FQ en nuestra poblacion en comparacién a lo que detecta el test de Elucigene,
a pesar de que este ultimo test incluye un menor nimero de variantes de CFTR.
Los hallazgos obtenidos en nuestro estudio estdn en linea con los obtenidos
anteriormente en poblaciones del sur de Europa, que presentan alta
heterogeneidad molecular y en el que los paneles comerciales cubren del 50%
al 75% de los alelos (Molina et al., 2020; Ben-Shachar et al., 2019; Amendola et

al., 2016; Kanavakis et al., 2003).

Por otro lado, el andlisis de las variantes halladas en el gen CFTR muestra
la escasa homogeneidad existente en cuanto a los criterios que se tienen en
cuenta a la hora de clasificar las variantes segun la bibliografia o las diferentes
bases de datos, ya que solo 25 de las 59 variantes halladas son clasificadas
como clase A o B por Castellani et al. (2015) y solo 12 de esas 25 variantes son

clasificadas como causantes de FQ por CFTR2.
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Ademas, cabe destacar como el test SG presenta una sensibilidad clinica
de un 64,57% para detectar nUmero de donantes portadores de variantes en
CFTR, pero muestra una sensibilidad clinica de solo un 18,86% para las
variantes que el test de SG considera realmente causantes de FQ. Estos datos
estan en consonancia con lo descrito previamente en otros estudios, los cuales
muestran que un mismo test genético puede tener diferentes tasas de deteccion,
dependiendo de si su aplicacibn va dirigida hacia alguna forma clinica
determinada de FQ (Lucarrelli et al., 2016; Strom et al., 2011; Rowntree et al.,

2003).

La alta frecuencia de portadores de FQ observada en nuestro estudio,
debido a que realizamos el analisis del gen completo de CFTR, muestra la gran
repercusion que supondria, sobre la disponibilidad de muestras en el banco de
gametos, si todos los donantes portadores fueran excluidos del programa de
donacién, tal y como sugieren algunas sociedades cientificas, que recomiendan
la exclusion de donantes portadores de FQ por suponer un riesgo en los
tratamientos de reproduccion asistida (Retinformation, 2015a, 2015b;
Arbeitskreises fur Donogene Insemination, 2006; Boggio et al., 2017). En
cambio, en Europa existe una gran discrepancia y variacion entre las pautas y
regulaciones vigentes relacionadas con el uso de donantes que son portadores.
En Espafa, por ejemplo, en el caso de que los pacientes no deseen realizar
matching genético, la SEF y el CNRHA recomiendan asignar un donante que no
presente variantes patogénicas en el gen CFTR que se consideren frecuentes

en nuestra poblacion y claramente asociadas a fenotipo grave de FQ (Castilla et
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al., 2020; CNRHA, 2021). De esta forma, los donantes de semen portadores no
deben ser eliminados del programa de donacién, sino que permite que estos
donantes puedan donar y organizar el uso de estas muestras, dependiendo de
si se asignan con o sin matching genético. Por otro lado, el andlisis completo del
gen CFTR permite disminuir el riesgo reproductivo de FQ en todo su espectro

clinico cuando se realiza asignacion de donantes mediante matching genético.

La Sociedad Americana de Medicina Reproductiva enfatiza en la
importancia de proporcionar a los pacientes un adecuado asesoramiento
genético e informarles sobre los riesgos residuales de la prueba genética, sobre
los riesgos poblacionales de ser portador de una enfermedad recesiva y sobre la
posibilidad de reducir el riesgo reproductivo realizando la seleccién de un
donante mediante matching genético (Pfeifer et al., 2013). El riesgo reproductivo
de tener un hijo con una enfermedad genética recesiva analizada depende del
origen étnico del receptor, de las pruebas realizadas tanto en el receptor como
en el donante de gametos, de los resultados obtenidos en esas pruebas y los
criterios de exclusion aplicados a los donantes. En consecuencia, el riesgo
reproductivo debe ser evaluado individualmente, caso por caso (Zenke et al.,
2002), especialmente en el caso de la FQ, donde los test de portadores muestran
tanta heterogeneidad entre ellos, debido en parte a la gran cantidad de variantes
descritas y a su gran heterogeneidad tanto clinica y genética (Rowntree et al.,

2003; Drumm et al., 2012; Kammesheidt et al., 2006; Strom et al., 2011).

La probabilidad de obtener un matching de alto riesgo en tratamientos con

doble donacion de gametos, segun los resultados de nuestro estudio y teniendo
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en cuenta los 100 genes comunes, analizados por los tres test de genotipado,
es del 5,5% con secuenciacion completa de los genes (qCarrier Plus) y del 0,6%
-2,7% con los test de genotipado. Los resultados obtenidos con qCarrier Plus
estan dentro del rango descrito en otros estudios previos, que han informado
tasas de matching de alto riesgo del 3-16% en parejas que se someten a
tratamientos de reproduccion asistida, ya sea con sus propios gametos o
mediante la donacién de gametos masculinos o femeninos (Abuli et al., 2016;
Martin et al., 2015; Punj et al., 2018). La probabilidad de emparejamiento de alto
riesgo reproductivo, segun el cribado qCarrier Plus, se debe principalmente a los
genes CFTR, GJB2, HBA2, ATP7B, PAH y PKHD1, un hallazgo nada
sorprendente que concuerda con la alta frecuencia de portadores descrita para
estas enfermedades en nuestra poblacion (Lazarin et al., 2013; Abuli et al.,

2016).

Por otro lado, los resultados de matching de alto riesgo obtenidos con las
pruebas de genotipado en el presente estudio estdn por debajo del rango
descrito por otros autores. Esta discrepancia se debe a la menor tasa de
deteccion de individuos portadores cuando se utilizan pruebas de genotipado

(Lazarin et al, 2013; Abuli et al., 2016; Molina et al., 2020; Silver et al., 2016).

Dada la baja tasa de deteccion que presentan los diferentes test de
genotipado, la heterogeneidad que presentan en cuanto a los genes y variantes
incluidas en cada panel y las diferencias estadisticamente significativas
existentes en su capacidad de deteccién de variantes totales, se hace necesaria

la identificacion de los riesgos residuales asociados a los test de portadores
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realizados y la transmision de toda esta informacién a los interesados. Por ello,
cada tratamiento de reproduccion asistida con donacion de gametos debe estar
acompafiado de la consulta de asesoramiento genético para que los pacientes
puedan entender toda la informacion y tener la capacidad de escoger aquella
opcién que mejor se adapte a su caso particular. Ya que, dependiendo del panel

elegido, los riesgos reproductivos son muy variados.

Aunque el costo inicial de los paneles de secuenciacion completa de los
genes es mas alto que el de la genatipificacion, se ha demostrado que cuando
se aplica esta técnica para la deteccion de portadores de enfermedades
recesivas resulta mas rentable que utilizar paneles de genotipado (Azimi et al.,
2016), por lo que recomendamos el uso de secuenciacion completa del gen y
andlisis no dirigido de variantes para el analisis genético en donantes de
gametos, con la intencién de mejorar las tasas de portadores y disminuir el riesgo

reproductivo cuando se llevan a cabo tratamientos con donacion de gametos.

Entre las limitaciones de nuestro estudio esta el hecho de que la prueba
gCarrier Plus considera solo 302 genes asociados con enfermedades recesivas,
de los mas de 1.300 que se han descrito (Henneman et al.,, 2016). En
consecuencia, nuestros resultados podrian subestimar el riesgo reproductivo,
detectando una menor frecuencia de portadores de las enfermedades no
analizadas y, por tanto, un menor riesgo reproductivo al real. Otra limitacion de
nuestro estudio seria que la poblacion analizada es procedente del area
mediterranea, lo que significa que los resultados obtenidos probablemente no

serian aplicables a poblaciones de diferente origen étnico. Ademas, otra
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limitacién a tener en cuenta es que antes de realizar el estudio de cribado
genético, los donantes de gametos han sido seleccionados tras un proceso de
cribado previo mediante la recogida de historia clinica personal y familiar, por lo
que los datos podrian estar subestimados. Ademas, muchas personas
interesadas en la donacién de gametos, que presenten antecedentes familiares,
ya sean o0 no causa de exclusion del programa de donacién, pueden no acudir a
los bancos de gametos por desconocimiento o miedo a no ser aceptados en el
programa, por lo que esto también podria influir en nuestros resultados de forma
que obtengamos menor frecuencia de portadores respecto a la frecuencia

poblacional real.

En resumen, los estudios genéticos realizados en el cribado genético en
donantes de gametos, historia clinica personal y familiar, cariotipo y test de
portadores de enfermedades recesivas, han demostrado ser de gran utilidad
para evitar malos resultados reproductivos y disminuir el riesgo de descendencia
afecta de enfermedades recesivas. No obstante, es necesario que las
sociedades cientificas establezcan criterios homogéneos sobre el cribado
genético que se debe aplicar a los donantes de gametos y disminuir la gran
heterogeneidad existente entre los diferentes test de portadores de
enfermedades recesivas utilizados en los tratamientos de reproduccion asistida

con donantes de gametos.
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1. La mayor prevalencia de alteraciones cromosémicas observada en
donantes de ovocitos que en donantes de semen parece deberse a
diferencias en la secuencia de pruebas que se realizan en el protocolo

de cribado entre donante de semen y donante de ovocitos.

2. La realizacion de los test de portadores mediante genotipado, en
comparacion con la realizacion de los mismos mediante secuenciacion
completa de los genes, se asocian a mayor riesgo reproductivo incluso

cuando se realiza matching genético.

3. Se recomienda realizar secuenciacion completa de los genes como
método de analisis genético para el cribado de enfermedades

recesivas en donantes de gametos.

4. Para disminuir el riesgo reproductivo de fibrosis quistica en todo su
espectro clinico, cuando se realizar matching genético, se recomienda

realizar estudio completo del gen CFTR.

5. Es necesario que las sociedades cientificas establezcan criterios
claros sobre las enfermedades recesivas que se deben incluir en los
test de portadores y sobre las variantes que deben analizarse en cada

gen, especialmente en el gen CFTR, asociado a fibrosis quistica.

6. Cada tratamiento de reproduccion asistida con donacién de gametos
debe ser acompafiado de una consulta de asesoramiento genético

pretest y postest.
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Tabla suplementaria 1. Genes en los que se han detectado variantes patogénicas con
gCarrier Plus (NGS), que son analizados y/o detectados por los paneles H, SG o |
(genotipado).

Genes con Genes analizados por | Genes detectados por
variantes qC+ genotipado genotipado
ABCA4 H-SG 0
ABCB11 H 0
ABCD4 0 -
ACADM H-SG- H-SG-I|
ACADS H-SG- SG-
ACADSB SG 0
ACADVL H-SG- H-SG
ACAT1 H-I 0
ACSF3 0 -
ADA H-SG- H-SG-I|
ADK SG 0
AGL H-1 0
AGXT H-1 0
AHCY 0 -
AHI1 SG-I 0
AIPL1 SG 0
AIRE H-l 0
ALDOB H-SG-I H-SG-I
AMT H-1 0
AR H-SG-I 0
ARG1 H-SG-I 0
ARL13B SG 0
ARSA H-SG-I H-SG-I
ARSB H-SG-I SG-
ASL H-SG-I H-SG-I
ASS1 H-I 0
ATM H-SG-I H-SG-I
ATP7B H-SG-I H-SG-I
BBS1 H-I 0
BBS10 H-I 0
BBS2 H-I 0
BCKDHA H-SG-I SG-I
BCKDHB H-SG-I 0
BCSI1L H-SG-| H-SG-I
BSND H-1 0
BTD H-1 0
CAPN3 H-SG-| H-SG-I
CASQ2 SG 0
CBS H-SG-I H-SG-I
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Tabla suplementaria 1. Genes en los que se han detectado variantes patogénicas con
gCarrier Plus (NGS), que son analizados y/o detectados por los paneles H, SG o |
(genotipado).

CDH23 H-SG-I |
CEP290 H-SG-I H-SG-I
CERKL H-SG-I 0
CFTR H-SG-I H-SG-I
CHST6 SG 0
CLCNL SG 0
CLN3 SG-I 0
CLN5 H-SG-I H-SG-I
CLN6 H-SG-I H-SG-I
CLRN1L H-SG-I SG-I
CNGAL SG 0
CNGB1 SG 0
CNGB3 | 0
COL4A4 H-SG-I 0
COL7AL H-SG-I SG-I
CPs1 SG-I 0
CPT2 H-SG-I H-SG-I
CRBL SG-I 0
CTH 0 X
CTNS H-SG-I H-SG-I
CTSD SG-I 0

CYP17A1 H-SG 0

CYP21A2 H-SG 0

CYP27AL H-SG-I H-SG-I

DBT H-SG-I H-SG
DHCR? H-SG-I H-SG-I
DLD H-SG-I H-SG-I
DMD H-SG 0

DNAHS 0 :
DUOX2 0 :
DUOXA2 0 :
DYSF H-| 0
ETFA H-SG-I 0
ETFB H-SG-I 0
ETFDH H-SG-I |
ETHEL H-| 0
EVC2 H 0

EYS SG-I 0
F11 0 :
F2 0 :
F5 0 -
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Tabla suplementaria 1. Genes en los que se han detectado variantes patogénicas con
gCarrier Plus (NGS), que son analizados y/o detectados por los paneles H, SG o |
(genotipado).

F8 H-SG-I SG-I
F9 H-SG-I 0
FAH H-SG-I H-SG-I
FANCA H-I1 0
FANCC H-I1 0
FH H-SG-I H-SG-I
FKRP H-SG-I H-SG-I
FKTN H-I1 0
FMR1 H-SG-I H-SG-I
FTCD 0 -
FXN SG 0
G6PC H-I1 0
G6PD H-SG-I SG-I
GAA H-SG-I H-SG-I
GALC H-SG-I H-SG-I
GALE SG 0
GALK1 H-SG-I H
GALNS H-SG-I H-SG
GALT H-SG-I H-SG-I
GBA H-SG-I H-SG-I
GBE1 H-1 0
GCDH H-SG- H-SG-I
GDAP1 SG 0
GJB2 H-SG- H-SG-I
GJB3 0 -
GJB6 0 -
GLA H-SG- SG-I
GLB1 H-SG-I H-SG
GLDC H-I 0
GNPTAB H-SG-I H-SG-I
GNRHR SG 0
GNS H-SG-I 0
GRHPR H-SG 0
GUCY2D H-SG 0
HADHA H-SG-I H-SG-I
HADHB H-SG-I I
HAL 0 -
HBA1 H-SG-I 0
HBA2 H-SG-I H-SG-I
HBB H-SG-I H-SG-I
HEXA H-SG-I H-SG
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gCarrier Plus (NGS), que son analizados y/o detectados por los paneles H, SG o |

(genotipado).

HEXB H-I1 0
HFE2 H 0
HGD H-I1 0
HGSNAT H-SG-I H-SG-I
HLCS H-SG-I SG-I
HMGCL H-SG-I H-SG-I
HOGA1 H 0
IDS H-SG-I 0
IDUA H-SG-I H-SG-I
ILIRAPL1 0 -
IVD H-SG-I SG
YD 0 -
JAKS SG 0
KCNJ11 H-1 0
LAMB3 H-1 0
LAMC2 H-1 0
LDLR 0 -
LDLRAP1 0 -
LIPA H-1 0
LMBRD1 0 -
MANZ2B1 H-SG-I |
MAT1A 0 -
MCCC1 H-SG 0
MCCC2 H-SG-I SG-I
MCEE SG 0
MCOLN1 H-SG-I |
MEFV H-SG-I H-SG-I
MFSD8 H-SG-I 0
MKS1 H-I 0
MLYCD H-SG 0
MMAB H-SG-I SG-I
MMACHC H-SG-I H-SG-I
MMADHC H-I 0
MPL H-I 0
MTHFR SG 0
MTMR2 SG 0
MTRR I 0
MUT H-SG 0
MVK SG 0
MYO7A H-SG-I H-SG-I
NAGLU H-SG-I H-SG-I
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Tabla suplementaria 1. Genes en los que se han detectado variantes patogénicas con
gCarrier Plus (NGS), que son analizados y/o detectados por los paneles H, SG o |
(genotipado).

NBN H-I 0
NDRG1 SG-I 0
NEB H-SG-| SG-I
NPC1 H-SG-| H-SG-I
NPC2 H-SG-| 0
NPHP1 SG 0
NPHS1 H-I 0
NR2E3 H-I 0
OTOF SG 0
P3H1 SG-I 0
PAH H-SG-| H-SG-I
PANK2 SG 0
PCBD1 0 -
PCCA H-SG-| H-SG-I
PCCB H-SG-| H-SG-I
PCDH15 H-SG-| SG
PDEGA SG 0
PEX1 H-l 0
PEX6 H-l 0
PEX7 H-SG-| H-SG-I
PKHD1 H-SG-| H-SG-I
PLOD1 SG-I 0
PMM2 H-SG-| H-SG-I
POLR1C SG 0
POMGNT1 H-l 0
POMT1 SG-I 0
POMT2 SG-I 0
PPT1 H-SG-| H-SG-I
PQBP1 0 -
PROP1 H-SG-| H-SG-I
PTS H-I 0
PYGM H-I 0
QDPR | 0
RAX SG 0
RDH12 H-SG-| H-SG-I
RMRP H 0
RP2 SG 0
RPE65 H-SG-| |
RS1 H 0
SACS H-I 0
SERPINAL H-SG 0
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Tabla suplementaria 1. Genes en los que se han detectado variantes patogénicas con
gCarrier Plus (NGS), que son analizados y/o detectados por los paneles H, SG o |
(genotipado).

SGCA H-I1 0
SGCB H-I1 0
SGSH H-SG-I H-SG-I
SH3TC2 SG 0
SLC22A5 H-SG-I H-SG
SLC25A13 H-SG-I 0
SLC26A2 H-SG-I H-SG-I
SLC26A4 H-SG-I H-SG-I
SLC37A4 I 0
SLC3A1 H 0
SLC4A11 H-I1 0
SLC6A19 SG 0
SLC7A9 H 0
SMN1 H-SG-I H-SG-I
SMPD1 H-SG-I H-SG-I
SPG11 SG 0
SPG7 SG 0
STAR H-SG-I H
SURF1 0 -
TAT H-SG 0
TFR2 H-1 0
TG 0 -
TGM1 H-1 0
THOC2 0 -
TPO 0 -
TPP1 H-SG-I H-SG-I
TRDN SG 0
TSHR SG 0
TSPAN7 0 -
TTPA H-I 0
USH1C H-SG-I 0
USH2A H-SG-I H-SG-I
WHRN SG 0
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Tabla Suplementaria 2. Variantes patogénicas halladas en donantes de semen y de
ovocitos en cada uno de los genes analizados con gCarrier Plus (NGS), que habrian sido
detectados por los paneles de genotipado H, | y/o SG.

Gen Nombre Yariante’cDNA Consecuencia dbSNP Naf:rc:i:)o cl DS |[DO GEN- Bibl
(Cambio proteina) molecular ClinVar PANEL !
ACADS .
(NM_000017) ¢.529T>C (Trp177Arg) Missense rs57443665 3828 P/LP 1 0 SG-I
€.700C>T (Arg234Trp) Missense rs532174593 552250 \Y 1 1 0 [1]
¢.814C>T (Arg272Cys) Missense rs539219309 377422 LP/V 1 2 0
¢.319C>T (Arg107Cys) Missense rs61732144 3826 P 1 0 SG-|
¢.1138C>T (Arg380Trp) Missense rs28940875 3837 P 1 0 SG-I
¢.2T>C (Met1Thr) '”iti"\"/:’r:acn‘idon X NA NA | 1] o 0
€.136C>T (Argd6Trp) Missense rs121908003 3825 P/LP 1 0 SG-I
¢.225delC (Leu79fs) Frameshift X NA NA 0 1 0
c.210+2T>C Splicing X NA NA 1 0
(Nhﬁfggohgl 6) ¢.1A>G (Met1Val) 'niti"\"/;or;aict’don rs1057516778 | 370802 tp o1 0
¢.985A>G (p.Lys329Glu) Missense rs77931234 3586 P 4 4 H-SG
¢.609A>C (Leu203Phe) Missense rs751829413 226065 P/LP 0 1 SG
c.683C>A (Thr228Asn) Missense rs149678400 203538 P/LP/V | 9 7 SG
€.250C>T (Leu84Phe) Missense rs762114560 226097 P/LP 2 2 H-SG-I
157C>T (p.Arg53Cys) Missense rs398123072 92258 P 0 1 SG-I
c.201T>A (Tyr67Ter) Missense rs754833969 801498 P/LP 0 1 0
(NI\/;SS([))(;/(;S) c57(17\333?1)??82199)2&) Frameshift X NA NA 1|0 0
¢.1153C>T (Arg385Trp) Missense rs745832866 193786 P/LP/V | 1 0 0
€.1591C>T (Arg531Trp) Missense rs146379816 166647 LP/V 1 2 0
€.256C>T (GIn86Ter) Missense rs1555527732 551978 LP 1 0 0
€.1358G>A (Arg453GlIn) Missense rs138058572 374123 P/LP 1 0 H
c.1844G>A (Argb615GlIn) Missense rs148584617 195448 P/V/LB | 4 1 SG
€.782T>C (Val261Ala) Missense rs756069599 811260 Vv 5 1 0 [2,3,4]
(NMfOIDCJ’I?)OZZ) ¢.956_960del (Glu319fs) Frameshift rs771266745 193544 P 2 0 SG-I
€.311C>T (Prol104Leu) Missense rs1452483770 565486 LP 1 0 0
c.424C>T (Argld2Ter) Nonsense rs780014431 552928 P 1 0 I
¢.43C>G (His15Asp) Missense rs121908725 68263 P/LP 1 0 H-SG-I
c.646G>A (Gly216Arg) Missense rs121908723 1968 P/LP 1 0 H-SG-I
€.320T>C (Leu107Pro) Missense rs121908739 1965 P/LP 3 1 H-SG-I
c.218+1G>A Splicing rs528390681 555722 LP 0 1 |
€.703C>T (Arg235Trp) Missense rs778809577 468281 P/LP 0 1 I

Cl = Clasificacion; DO = Donante ovocitos, DS = Donante Semen; GEN-PANEL = Test genotipado; Bibl = Bibliografia;
dbSNP = The Single Nucleotide Polymorphism Database
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Tabla Suplementaria 2. Variantes patogénicas halladas en donantes de semen y de
ovocitos en cada uno de los genes analizados con qCarrier Plus (NGS), que habrian sido
detectados por los paneles de genotipado H, | y/o SG.

(NMA_L(I)D(;?)%?’S) c.448G>C (Ala150Pro) Missense rs1800546 464 P 7 9 H-SG-I
€.911G>A (Arg304Gin) Missense rs145078268 417929 \Y 1 0 | [5]
c.356_359CAAA (Asn120fs) | Frameshift | rs387906225 188861 P/LP 0 1 H-SG-I
¢.1005C>G (Asn335Lys) Missense rs78340951 469 P 0 1 H-SG-I
¢.524C>A (Alal75Asp) Missense rs76917243 465 P 0 1 H-SG-I
c.442T>C (Trp148Arg) Missense rs118204430 475 P 0 1 H-SG-I
ARSA -
(NM_000487) c.465+1G>A Splicing rs80338815 3051 P 1 2 H-SG-I
¢.1136C>T (Pro379Leu) Missense rs74315478 3083 P 0 1 H-SG-I
¢.986C>T (Thr329lle) Missense rs398123418 93128 P/LP 0 1 SG-I
€.991G>T (Glu331Ter) Nonsense rs398123419 93129 P/LP 0 1 SG-I
€.302G>T (Gly101Vval) Missense rs74315455 68129 P 1 0 H-SG-I
(NMé§33046) €.237_243del (Val80fs) Frameshift | rs1554032134 559744 LP 1 0 |
c.427delG (Val143fs) Frameshift | rs766914147 559782 P 0 2 SG-I
(NM_?)‘:’)IE)MS) ¢.1135C>T (Arg379Cys) Missense rs28940287 2403 P/LP 1 0 H-SG-I
c.377G>A (Arg126Gin) Missense rs777235530 556429 P/V 1 0 0
¢.503G>A (R168H) Missense rs72750381 166698 \ 1 0 0 [6]
¢.532G>A (Val178Met) Missense rs28941473 2402 P 2 0 SG-I
¢.806T>C (Leu269Pro) Missense X NA NA 0 0 [6]
€.332G>A (Argl111Gin) Missense rs561367199 288770 LP/V 0 1 |
(NMf(-)r(l)\?mSl) €.2839-2A>G Splicing rs1060501703 407724 LP 1 0 |
(GlulzgiflgzlfgsGSinsTer) Nonsense | rs587779834 127374 P 3 0 SG-I
c.6585_6586del (His2195fs) | Frameshift | rs1555119004 524395 P 1 0 0
€.6631_6632insA (L2211fs) | Frameshift X NA NA 1 0 0
€.1339C>T (Argd47Ter) Nonsense rs587779815 127337 P/LP 1 0 SG-I
c.4507C>T (.GIn1503Ter) Nonsense | rs1131691164 429084 P/LP 1 0 |
€.5908C>T (GIn1970Ter) Nonsense rs587781722 141404 P 1 0 H-SG-I
¢.6067G>A (Gly2023Arg) Missense rs11212587 127416 V/LB/B | 3 0 0 [7]
c.14427>G (Leud81Ter) Nonsense | rs1555070980 453367 P/LP 1 0 |
€.2932T>C (Ser978Pro) Missense rs139552233 127362 V/LB/B 0 0 [8]
1)_(c5'é57ﬁ61115557‘g) qup | Deletion X NA T 0
€.7517_7520del Deletion rs587781905 141647 P 0 1 H-SG-I
¢.802C>T (GIn268Ter) Nonsense | rs557012154 188961 P/LP 0 1 SG-I
¢.8140C>T (GIn2714Ter) Nonsense | rs1060501695 419265 P 0 1 I
¢.3137T>C (Leu1046Pro) Missense rs568461905 186558 Y 0 1 0 [7]

Cl = Clasificacion; DO = Donante ovocitos, DS = Donante Semen; GEN-PANEL = Test genotipado; Bibl = Bibliografia;
dbSNP = The Single Nucleotide Polymorphism Database
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Tabla Suplementaria 2. Variantes patogénicas halladas en donantes de semen y de
ovocitos en cada uno de los genes analizados con qCarrier Plus (NGS), que habrian sido
detectados por los paneles de genotipado H, | y/o SG.

(NMA_I)PO70?)53) ¢.3688A>G (lle1230Val) Missense rs200911496 312379 LP/V 1 1 0
€.3694A>C (Thr1232Pro) Missense rs568009639 555144 P/LP 1 0 SG-I
€.2069C>T (Pro690Leu) Missense rs1555291809 556042 \Y 1 0 0 [9]
¢.3207C>A (His1069GlIn) Missense rs76151636 3848 P 2 1 H-SG-|
¢.4135C>T (Pro1379Ser) Missense rs181250704 157957 \" 1 2 SG [10]
c.721C>T (GIn241Ter) Nonsense X NA NA 1 0 0
¢.1995G>A (Met665lle) Missense rs72552259 157933 LP/V 2 3 0
¢.2605G>A (Gly869Arg) Missense rs191312027 157939 P/LP 6 0 SG-I
¢.1607T>C (Val536Ala) Missense rs138427376 35703 \Y 1 0 0 [11]
¢.1922T>C (Leu641Ser) Missense rs186924074 420002 Vv 4 2 0 [12]
€.1934T>G (Met645Arg) Missense rs121907998 3862 P/LP 8 14 H-SG-I [12’31]2’
€.2738T>A (Leu913Ter) Nonsense X NA NA 1 1 0 [9]
c.347T>C (1 1le116Thr) Missense rs199773340 431956 Vv 2 1 0 [12]
Initiator
¢.98T>C (Met33Thr) Codon rs184868522 35736 \Y 1 2 0
Variant
c.19_20del (GIn7fs) Frameshift rs749363958 419611 P/LP/V | O 1 0
c.2532del (Val683fs) Frameshift rs755709270 188883 P 0 1 SG-I
c.2731-2A>G Splicing rs367956522 188725 P/LP 0 1 SG-I
€.984 _985insA (Asp329fs) Frameshift X NA NA 0 1 0
¢.3106G>A (Val1036lle) Missense rs761147984 553574 Vv 0 1 0 [14,15]
€.3295G>A (Gly1099Ser) Missense rs761632029 370820 LP 0 1 |
¢.3646G>A (Vall1216Met) Missense rs776280797 188859 P/LP 0 1 I-SG
(Nl\sl(il(;gg?%) c.655delG (Ala219fs) Frameshift X NA NA 0 1 0
€.663C>G (Tyr221Ter) Nonsense X NA NA 0 1 0
c.940C>T (Arg314Ter) Nonsense rs753698250 224072 P 1 0 SG-I
(NM_ggfé;QSSG) c.696delT (Gly233fs) Frameshift X NA NA 0 1 |
c.166C>T (Arg56Ter) Nonsense rs121908576 6169 P 1 1 H-SG-I
c.736C>T (GIn246Ter) Nonsense X NA NA 0 1 0
(N,\;}%\gﬂ 0) c'zgsz—%:fgii‘zif:)sTCATCT Frameshift | rs1555423217 | 17618 P 2 | o | HsG
€.2257G>A (Asp753Asn) Missense rs146923842 281081 LP/V 4 4 SG
€.1984G>T (Ala662Ser) Missense rs187054121 468646 \Y 2 1 0 [16]
C.664G>A (Gly222Arg) Missense rs1345121557 556854 LP 1 0 |
¢.1505T>C (lle502Thr) Missense rs148044781 282512 LP/V 1 0 0
1)_(ci(513161f;_11—513171_61') el Deletion X NA NA | o |1 0 [17]

Cl = Clasificacion; DO = Donante ovocitos, DS = Donante Semen; GEN-PANEL = Test genotipado; Bibl = Bibliografia;
dbSNP = The Single Nucleotide Polymorphism Database
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Tabla Suplementaria 2. Variantes patogénicas halladas en donantes de semen y de
ovocitos en cada uno de los genes analizados con qCarrier Plus (NGS), que habrian sido
detectados por los paneles de genotipado H, | y/o SG.

c'“ﬁﬁffdﬁ;mA Deletion | rs753261440 NA NA [0 |1 0 (18]
C'2362—?:r6g37d§2)5TCATCT Frameshift | rs1555423217 | 17618 P o | 1| Hse
c.59del (Pro20fs) Frameshift | rs1555417271 551104 P/LP 0 1 |
c.1468C>T (Argd90Trp) Missense rs141656719 166790 P/LP 0 2 SG-I
¢.1303G>A (Glu435Lys) Missense rs149914792 282173 P/LP 0 1 0
(W;g’lv:i;;:tei;n) Deletion X NA NA |0 | 1 0 [19]
(NM_(;)%SOOH) ¢.572C>T (Thr191Met) Missense rs121964973 132 P 1 0 H-SG-I
c.341C>T (Alal14Val) Missense rs121964964 119 P/LP 1 0 H-SG-I
¢.1105C>T (Arg369Cys) Missense rs117687681 212860 \ 3 8 0 [20,21]
¢.1330G>A (Asp444Asn) Missense rs28934891 126 P/LP 1 3 0
€.676G>C (Ala226Thr) Missense rs763835246 370382 P/LP 1 0 0
¢.833T>C (1le278Thr) Missense rs5742905 120 P 1 2 H-1
¢.146C>T (PPro49Leu) Missense rs148865119 212872 P/LP 0 1 I
¢.341C>T (Alal14Val) Missense rs121964964 119 P/LP 0 1 H-SG-I
CDH23 .
(NM_022124) ¢.1087delG (Val363fs) Frameshift rs747955135 618009 P/LP 1 0 0
¢.3293A>G (Asn1098Ser) Missense rs41281310 45913 LB 2 1 | [22]
€.9569C>T (Ala3190Val) Missense rs111033536 46076 Vv 2 3 0 [23]
c.4762C>T (Argl588Trp) Missense rs137937502 877825 V/LB 2 0 0 [24]
c.501C>A, p.Tyrl67Ter Nonsense X NA NA 1 0 0 [25]
€.9524G>A (p.Arg3175His) Missense rs140884994 198370 v 1 0 0 [26]
€.1143_1176del (Leu382fs) | Frameshift rs764949139 NA NA 0 1 0
€.349delG (Glu117fs) Frameshift rs1376677732 NA NA 0 1 0
€.2263C>T (His755Tyr) Missense rs181255269 45891 B 0 0 [27]
€.7823G>A (Arg2608His) Missense rs202052174 46040 V/LB 0 1 0 [26,28]
c.415G>A (Val139lle) Missense rs771868822 969101 v 0 1 0 [29]
(Nl\jfgggcl)lll) c.180+1G>A Splicing rs758593134 461777 P 0 1 |
c.1909+1G>A Splicing X NA LP 0 1 0
€.2991+1655A>G Missense rs281865192 1337 P 1 2 H-SG-I
¢.3185delT (Leu1062fs) Frameshift rs863225189 217638 P 0 2 |
c'?Z:jl—;Zgz‘;e' Frameshift X NA Nna | o |1 0
c.4028delA (Lys1343fs) Frameshift X NA NA 0 1 0
€.7180dupA (Met2394fs) Frameshift X NA NA 0 1 0
€.2251C>T (Arg751Ter) Nonsense rs753884599 585307 P 0 1 I
c.1441_1451del (lle481fs) Frameshift X NA NA 1 0 0

Cl = Clasificacion; DO = Donante ovocitos, DS = Donante Semen; GEN-PANEL = Test genotipado; Bibl = Bibliografia;
dbSNP = The Single Nucleotide Polymorphism Database
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detectados por los paneles de genotipado H, | y/o SG.

c.1666delA (lle556fs) Frameshift rs727503855 217622 P 1 0 SG-I
c.2818-1G>A Splicing X NA NA 1 0 0
¢.5029_5030del .
(Glu1677fs) Frameshift X NA NA 1 0 0
€.7392_7393AG .
(Glu2465fs) Frameshift rs569673313 372319 LP/V 1 0 0
¢.5668G>T (Gly189QTer) Frameshift rs137852832 1333 P 1 0 SG-I
CERKL c.769C>T (Arg239Ter) Nonsense rs121909398 2364 P 3 3 0
(NM_201548) : &
¢.1123G>T (Glu375Ter) Nonsense rs188492864 NA NA 1 0 0
CFTR -

(NM._000492) €.1210-34TG(13)T(5) Splicing rs1805177 242535 |P/V/B| 1 | 1 SG [30]
€.1210-34TG(11)T(5) Splicing rs1805177 242535 | p/v/LB | 37 | 38 SG [30]
€.1210-34TG(12)T(5) Splicing rs1805177 242535 P/V/LB | 22 | 24 SG [30, 31]
€.224G>A (Arg75GlIn) Missense rs1800076 35839 V/LB/B | 19 | 19 0 [32-35]

. P/LP/V [31, 35-
€.2991G>C (Leu997Phe) Missense rs1800111 7229 /LB/B 16 | 16 SG 39]
c.1521 1523delCTT .
(Phe508delPhe) Missense rs113993960 7105 P 12 | 13 | H-SG-I
€.2260G>A (Val754Met) Missense rs150157202 53465 V/LB/B | 9 8 0 [40-42]
1,4
c.3041A>G (Tyr1014Cys) Missense rs149279509 53638 v 6 2 0 [34;1]3’
€.958T>G (Leu320Val) Missense rs144476686 35894 \ 4 3 0 4[53216]
¢.1052C>G (Thr351Ser) Missense rs1800086 53174 \% 4 2 0 [45, 47]
.772A>G (Arg258Gly) Missense rs191456345 54055 P/LP/V | 3 | 2 0 48[4:'9]
[34, 38,
€.3154T>G (Phe1052Val) Missense rs150212784 35865 P 3 4 SG 50, 51,
52]
€.3484C>T (Argll62Ter) Nonsense rs74767530 7137 P 2 0 H-SG-I
€.3909C>G (Asn1303Lys) Missense rs80034486 7136 P 2 3 H-SG-I
¢.1624G>T (Gly542Ter) Nonsense rs113993959 7115 P 2 3 H-SG-I
€.3454G>C (Asp1152His) Missense rs75541969 35867 P 2 1 H-SG-I
¢.601G>A (Val201Met) Missense rs138338446 54022 \% 2 3 0 [53-55]
€.2939T>A (11e980Lys) Missense rs397508463 53604 P/LP/V | 2 0 SG [56]
¢.350G>A (Arg117His) Missense rs78655421 7109 P 1 0 H-SG-I
€.3266G>A (Trp1089Ter) Nonsense rs78802634 7194 P 1 0 H-SG-I
c.254G>A (Gly85Glu) Missense rs75961395 7143 P 1 0 H-SG-I
€.2758G>A (Val920Met) Missense rs373885282 53561 P/V 1 0 0

Cl = Clasificacion; DO = Donante ovocitos, DS = Donante Semen; GEN-PANEL = Test genotipado; Bibl = Bibliografia;,
dbSNP = The Single Nucleotide Polymorphism Database
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detectados por los paneles de genotipado H, | y/o SG.

¢.2856G>C (Met952lle) Missense rs151048781 53580 P/LP/V | 2 3 0
€.3389G>C (Gly1130Ala) Missense rs397508550 53730 NA 1 0 0 [57]
¢.1148T>C (Leu383Ser) Missense X NA NA 1 0 0 [44]
¢.1523T>G (Phe508Cys) Missense rs74571530 7126 P/V/B 1 1 0 [58]
¢.1616T>C (1le539Thr) Missense rs144745159 598095 \ 1 0 0 [59]
€.695T>A (Val232Asp) Missense rs397508783 54041 P 1 0 I
€.2900T>C (Leu967Ser) Missense rs1800110 219537 P/LP/V | 1 2 0 [35, 60]
¢.1000C>T (Arg334Trp) Missense rs121909011 7139 P 1 0 H-SG-I
¢.1684G>C (Val562Leu) Missense rs1800097 53341 LP/V 1 5 SG
C.2657+5G>A Splicing rs80224560 38497 P 1 0 H-SG-I
c.489+3A>G Splicing rs377729736 53971 P/LP/V | 1 0 0
c.2421A>G (lle807Met) Missense rs1800103 35842 P/\//éLB 1 0 0 [60]
¢.1684G>A (Val562lle) Missense rs1800097 35830 Y 1 0 0 [60, 72]
¢.1315C>T (Pro439Ser) Missense rs397508187 53226 LP/V 1 0 0 [45]
¢.1495C>G (Pro499Ala) Missense rs397508219 53268 \ 1 0 0 [61]
€.332C>T (Prolllleu) Missense rs140502196 53720 P/V 0 0 [62-63]
€.3808G>A (Asp1270Asn) Missense rs11971167 7164 P/V/LB | 3 6 0 [64-66]
€.220C>T (Arg74Trp) Missense rs115545701 196277 LP/V 2 3 0 [64-66]
c'zos(lG—liggi?j““SG Frameshift | rs746460279 | 35838 P o | 1| Hse
€.3718-2477C>T Jg::::t rs75039782 7166 P 0| 1| HSG
¢.580-1G>T Splicing rs121908793 54014 P 0 1 H-SG-I
€.202A>G (Lys68Glu) Missense rs397508332 53428 v 0 1 0 [32’8(]37'
¢.1046C>T (Ala349Val) Missense rs121909021 7172 P/LP/V | O 2 SG
c.14C>T (Pro5Leu) Missense rs193922501 35824 P/LP 0 1 0
€.3276C>A, (Tyrl092Ter) Nonsense rs121908761 38728 P 0 1 H-SG-I
c.4426C>T (GIn1476Ter) Nonsense rs374705585 53947 P/LP 0 1 H-SG-I
¢.91C>T (Arg31Cys) Missense rs1800073 35893 V/LB/B| O 1 0 [69-71]
¢.1310G>A (Gly437Asp) Missense rs765791986 NA NA 0 1 0 [40]
€.221G>A (Arg74GlIn) Missense rs142540482 53456 V/LB 0 1 0 [50]
c.3846G>A (Trp1282Ter) Nonsense rs77010898 7129 P 0 1 H-SG-I

Cl = Clasificacion; DO = Donante ovocitos, DS = Donante Semen; GEN-PANEL = Test genotipado; Bibl = Bibliografia;,
dbSNP = The Single Nucleotide Polymorphism Database
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c.4333G>A (Asp1445Asn) Missense rs148783445 53941 LP/V 0 2 0 [45, 72]
€.1043T>A (Met348Lys) Missense rs142920240 53173 V/LB 0 1 0 [6(;"53'
€.2855T>C (Met952Thr) Missense rs142773283 53579 LP/V 0 1 0 [75-76]
€.3023T>A (Val1008Asp) Missense rs397508483 53630 \Y 0 1 0 [43]
€.3458T>A (Val1153Glu) Missense rs397508567 53747 P/V 0 1 0 [47,77]
€.617T>G (Leu206Trp) Missense rs121908752 7190 P 0 2 H-SG-I
€.1327G>T (Asp443Tyr) Missense rs147422190 53229 P/LP/V | O 2 SG
CLN5S .
(NM_006493) €.1208dupA (Thr403fs) Frameshift X NA NA 1 0 0
Initiator
c.1A>G (Met1Val) Codon X NA NA 1 0 0
Variant
€.835G>A (Asp279Asn) Missense rs28940280 2566 P 0 3 H-SG-I
(N'\ii;;é\;g 2 c> 13%;5313731'::;%@' Frameshift X NA NA |1 ]2 0
€.6527dupC (Gly2177fs) Frameshift rs768128088 372345 P 1 7 SG-I
€.7930-1G>C Splicing rs757816953 NA NA 1 0 SG-I [78-79]
¢.8371C>T (Arg2791Trp) Missense rs142566193 212731 Y 1] 1 SG-I [80-82]
°'85(2é;8258172¥51)0de' Frameshift | rs566181351 | 728221 B 10| sci [83]
€.8760delG (Thr2921fs) Frameshift rs748201527 NA NA 1 0 0 [84]
¢.4373C>T (Prol1458Leu) Missense rs79378857 372333 P/LB/B | 2 0 SG-I [85]
¢.8053C>T (Arg2685Ter) Missense X NA NA 1 0 0 [86]
c.(4635+1_4635+3)del Deletion X NA NA 0| 1 0
¢.5819C>T (Pro1940Leu) Missense rs149267939 446002 V/B 0 1 0 [80]
c.8371C>T (Arg2791Trp) Missense rs142566193 212731 Vv 0 1 SG-I [80-82]
c.4147G>A (Gly1383Arg) Missense X NA NA 0 1 0 [78,81]
€.7129G>A (Gly2377Ser) Missense rs768597948 NA NA 0 1 0 [81,87]
(NMS(F).;§098) €.108_109dupGC (Ser38fs) | Frameshift rs754363068 371697 P/LP 1 0 | H-SG-I
€.338C>T (Ser113Leu) Missense rs74315294 8953 P 2 4 H-SG-I
¢.149C>A (Pro50His) Missense rs28936375 8954 P 1 0 H-SG-I
(NMfggj937) €.646dupA (Leu215fs) Frameshift rs893207601 371084 P 0 1 SG-I [88,89]
c.(?_-1)_(852+1_853-1)del Deletion X NA NA 0 2 0
c.416C>T (Ser139Phe) Missense rs267606754 4458 LP 1 1 H-SG-I

Cl = Clasificacion; DO = Donante ovocitos, DS = Donante Semen; GEN-PANEL = Test genotipado; Bibl = Bibliografia;
dbSNP = The Single Nucleotide Polymorphism Database
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CYP27A1 -
.646+1G>
(NM_000784) C.646+1G>A Splicing X NA NA 1 0 |
¢.1016C>T (Thr339Met) Missense rs121908102 4266 P/LP 1 0 H-SG-I
€.1183C>T (Arg395Cys) Missense rs121908096 4255 P/LP 3 1 H-SG-I
DBT .
(NM_001918) ¢.1291C>T (Arg431Ter) Missense rs398123660 93991 P/LP 1 0 0
¢.788T>C (Met263Thr) Missense rs1553230703 552494 \% 1 0 H-SG [90]
¢.1018-550A>G Intron variant X NA NA 0 1 0 [91]
DHCR7?7 ..
(NM_001360) €.964-1G>C Splicing rs138659167 93725 P/LP 8 7 H-SG-I
¢.1083C>A (Phe361Leu) Missense rs780088227 305955 \Y 1 0 0 [92]
€.292C>T (GIn 98Ter) Missense rs104886039 188723 P/LP 1 0 H-SG-I
¢.1337G>A (Arg446GIn) Missense rs751604696 431994 P/LP 1 0 H-SG-I
€.1342G>A (Glu448Lys) Missense rs80338864 6792 P/LP 1 0 H-SG-I
¢.506C>T (Ser169Leu) Missense rs80338855 21274 P/LP 0 1 H-SG-I
c.682C>T (Arg228Trp) Missense rs775773057 558494 P/LP/V | O 1 SG
c.452G>A (Trpl51Ter) Nonsense rs11555217 21273 P/LP 0 1 H-SG-I
c.870G>A (Trp290Ter) Nonsense rs774187452 552520 P/LP 0 1 |
c.988G>A (Val330Met) Missense rs139724817 420113 \Y 0 1 0 [93]
ETFB
216+1G>A lici X NA NA 1
(NM_001985) c.216+1G Splicing 0 0
€.292C>T (Arg98Cys) Missense rs147353781 203697 \ 2 1 0 [94]
FAH .
(NM_000137) €.233G>A (Trp78Ter) Missense X NA NA 1 0 0 [95]
c.554-1G>T Splicing rs80338895 11874 P 0 1 H-SG-I
FH c.1431_1433dupAAA Inframe
- 754304 42 P/LP/V 1 | H-sG-I
(NM_000143) (Lys477dup) Insertion rs367543046 095 /LPIV |5 5G
FKRP . .

(NM_024301) €.731G>A (Arg244His) Missense rs764641619 283038 P/V 1 2 0 [96]
¢.520A>T (Ser174Cys) Missense rs200990647 96110 LB/B 1 0 0 [97]
¢.826C>A (Leu276lle) Missense rs28937900 4221 P/LP 0 3 H-SG-I

FMR1 CGG(45-54), Intermediate- . .
M Il X 72 P 1 H-SG-I
(NM_001185082) mutation icrosatellite 3 011 3G
CGG(55-200), Pre- Microsatellite X 9972 P 0| 4 | HSG
mutation
G6PD ¢.376A>G (Asn126Asp); ) rs1050829 (98—
(NM_000402) C.542A5T (Asp181Val) Missense (Haplotipo) 10382 NA 110 56 101]
c.466A>G (Asn156Asp); . rs1050828
1 1
€.292G>A (Val98Met) Missense (Haplotipo) 036 P 3 6 0
€.292G>A (Val98Met) Missense rs1050828 37123 P 4 |12 0
c.653C>T (Ser218Phe) Missense rs5030868 100057 P 2 0 |
€.934G>C (Asp312His) Missense rs137852318 10372 P 0 1 |

Cl = Clasificacion; DO = Donante ovocitos, DS = Donante Semen; GEN-PANEL = Test genotipado; Bibl = Bibliografia;

dbSNP = The Single Nucleotide Polymorphism Database
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(NM_GO/?)?)ISZ) €.282delT (Asp95fs) Frameshift X NA NA 1 0 0
c.-32-13T>G Splicing rs386834236 4027 P 9 9 H-SG
¢.1445C>T (Pro482Leu) Missense X NA NA 1 1 SG [102]
¢.343C>T (GIn115Ter) Nonsense rs786204614 188996 LP 1 0 SG-I [102]
c.1927G>A (Gly643Arg) Missense rs28937909 4023 P 1 0 H-SG-I
€.2237G>C (Trp746Ser) Missense rs752921215 188484 P/LP 2 0 |
1)_(Cég::+lf_lz—:ﬁzl) 4o | Deletion X NA NA |0 |1 0
€.2395C>T (His799Tyr) Missense rs143347747 284886 LP/V 0 1 0 [103]

¢.1856G>A (Ser619Asn) Missense rs753269119 370146 P/LP 0 1 I

€.2238G>C (Trp746Cys) Missense rs1800312 265160 P/LP 0 2 I
(NM?OA(I)-(():153) ¢.334A>G (Thr112Ala) Missense rs147313927 92503 P/LP/V | 7 2 SG [104,105]
€.956A>G (Tyr319Cys) Missense rs183105855 265349 P/V 2 1 SG
€.1898C>T (Thr633Met) Missense rs766762599 858517 LP/V 1 0 0
c.1186C>T (Arg396Trp) Missense rs770485731 456712 P 0 1 I
€.1586C>T (Thr529Met) Missense rs200960659 370073 P/LP 0 1 H-SG-I
i';igglz;—_l??gzl' Deletion X NA NA o |1 0 [106]
GALNS .
(NM_000512) c.139G>A (Gly47Arg) Missense rs199638097 281018 P/LP 1 0 SG
€.29G>A (Trp10Ter) Nonsense X NA NA 1 0 0
c.1127G>A (Arg376GlIn) Missense rs150734270 193597 \% 12 | 10 0 [107,108]
€.499T>G (Phel67Val) Missense rs148565559 321204 LP/V 6 2 0
14 12';1581):11—3?;) qup | Duplication X NA NA |0 |1 0
¢.587delC (Pro196fs) Frameshift rs746086649 NA NA 0 1 0 [109,110]
€.1156C>T (Arg386Cys) Missense rs118204437 700 P/LP 0 2 H-SG
¢.601C>T (Arg201Cys) Missense rs118204437 700 P/LP 0 1 0
(NMfOA(ECTHSS) €.563A>G (GIn188Arg) Missense rs75391579 3614 P 2 4 H-SG-I
€.883C>A (Pro295Thr) Missense rs111033783 25285 v 3 0 SG-I [111]
c.404C>T (Ser135Leu) Missense rs111033690 3618 P/LP 0 H-SG-I
€.855G>T (Lys285Asn) Missense rs111033773 3621 P 1 0 H-SG-I
c.whole_del (p.whole_del) Deletion X NA NA 1 1 H-SG-I
c.610C>T (Arg204Ter) Nonsense rs111033737 25228 P/LP 0 1 SG-I
€.691C>T (Arg231Cys) Missense rs111033749 25246 P/LP 0 1 SG-I
¢.584T>C (Leu195Pro) Missense rs111033728 25222 P 0 1 H-SG-I
(NM_GO?JA(‘J157) ¢.84dupG (Leu29fs) Frameshift rs387906315 4302 P 1 0 H-SG-I
¢.1226A>G (Asn409Ser) Missense rs76763715 4290 P/LP 6 3 H-SG-I

Cl = Clasificacion; DO = Donante ovocitos, DS = Donante Semen; GEN-PANEL = Test genotipado; Bibl = Bibliografia;
dbSNP = The Single Nucleotide Polymorphism Database
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¢.1448T>C (Leu396Pro) Missense rs421016 4288 P 11 | 14 SG-|
¢.1604G>A (Arg535His) Missense rs75822236 4311 P 0 1 H-SG-I
€.882T>G (His294GlIn) Missense rs367968666 242810 P/LP/V | O 1 0 [112,113]
(NMG_((;(?(?ISQ) c.1213A>G (Met405Val) Missense rs141437721 193798 P 0 1 SG-I
¢.1204C>T (Argd02Trp) Missense rs121434369 2085 P/LP 0 1 H-SG-I
¢.1198G>A (Val400Met) Missense rs121434372 2088 P 1 1 H-SG-I
€.268G>A (Glu90Lys) Missense rs1025558859 459949 LP 0 1 0
c.482G>A (Argl61GIn) Missense rs777201305 188789 P 0 1 SG-I [114]
¢.680G>C (Arg227Pro) Missense rs121434373 2089 P 2 1 H-SG-I
c.914C>T (Ser305Leu) Missense rs1260580183 581598 P 1 0 SG-I
Cambio sefial
UTRS5 canodnica X NA NA 1 0 0
splicing
GJB2 -
(NM_004004) c.-22-2A>C Splicing rs201895089 375406 \Y 1 4 0 [115]
c.35delG (Gly12fs) Frameshift rs80338939 17004 P 9 | 20 H-SG-I
c.476A>T (Asp159Val) Missense rs28931592 17024 \ 1 1 SG [116]
c.427C>T (Argl43Trp) Missense rs80338948 17009 P 0 1 H-SG-I [117]
c.109G>A (Val37lle) Missense rs72474224 17023 P 7 7 H-SG
¢.139G>T (Glud7Ter) Nonsense rs104894398 17005 P 1 1 H-SG-I
€.283G>A (Val95Met) Missense rs111033299 44735 P/LP 0 1 H-SG-I
¢.71G>A (Trp24Ter) Nonsense rs104894396 17002 P 1 1 H-SG-I
€.95G>A (Arg32His) Missense rs111033190 44766 P 0 1 I
c.101T>C (Met34Thr) Missense rs35887622 17000 P 16 | 18 SG
€.269T>C (Leu90Pro) Missense rs80338945 17016 P 3 1 H-SG-I
€.269dupT (Val91fs) Frameshift rs730880338 177737 P 1 0 SG-I
c.487A>G (Met163Val) Missense rs80338949 21388 V 1 0 0 [118]
c.617A>G (Asn206Ser) Missense rs111033294 44763 P/LP 2 0 H-SG-I
€.439G>A (Glu147Lys) Missense rs767178508 371709 P/LP 1 0 H-SG-I
c.475G>A (Asp159Asn) Missense rs373684994 438618 \ 1 0 0 [119]
€.229T>C (Trp77Arg) Missense rs104894397 17003 P 1 0 H-SG-I
(NMfcl)_g(1)404) ¢.591dupT (Asp198Ter) Nonsense X NA NA 1 0 SG [120]
c.1310A>G (Asn437Ser) Missense rs202237232 554101 LP/V 2 1
¢.1783C>T (Arg595Trp) Missense rs201807974 550288 \" 1 1 [121]
¢.602G>A (Arg201His) Missense rs189115557 198077 P 1 0 SG
€.248A>G (Tyr83Cis) Missense X NA NA 0 1 0 [122,123]
c.1768C>T (Arg590Cys) Missense rs794727165 194596 P 0 1 SG
c.1445G>A (Arg4d82His) Missense rs72555391 932 P 0 1 H-SG

Cl = Clasificacion; DO = Donante ovocitos, DS = Donante Semen; GEN-PANEL = Test genotipado; Bibl = Bibliografia;
dbSNP = The Single Nucleotide Polymorphism Database
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¢.176G>A (Arg59His) Missense rs72555392 945 P/LP 0 1 H-SG
GNPTAB .
(NM_024312) ¢.1959 1960del (Pro655fs) | Frameshift X NA NA 1 0 0
¢.3503_3504delTC .
(Leu1168fs) Frameshift rs34002892 2771 P 2 1 H-SG-I
€.616_619del (Thr206fs) Frameshift | rs1202665634 38432 P 1 0 SG-I
€.2867A>G (His956Arg) Missense rs281865005 39062 P 1 0 I
¢.1208T>C (Ile403Thr) Missense rs281864973 39026 P 2 0 |
€.2354T>G (Leu785Trp) Missense rs144060383 100738 P 1 0 SG
c.1774G>A (Ala592Thr) Missense rs149390820 100737 \Y 0 1 SG [124]
HADHA c.(67+1_68- .
(NM_00182) 1) (314+1_315-1)del Deletion X NA NA 101 0
€.1793_1794delAT .
(His598fs) Frameshift rs769580842 188962 P/LP 0 1 |
¢.1528G>C (Glu510GIn) Missense rs137852769 10085 p 2 2 H-SG-I
HBA1 .
(NM_000558) €.95+2_95+6del indel X NA NA 1 1 0
¢.358C>T (Pro120Ser) Missense rs63750751 811900 P 0 2 0
HBA2 c.whole_del, .
(NM_000517) p.whole_deletion Deletion X 38636 P 41 | 43 H-SG-I
HBB
€.27dupG (Ser10fs) Frameshift rs35699606 36308 P 1 0 SG-I

(NM_000518)

c.92+1G>A Splicing rs33971440 15436 P 1 1 H-SG-I
¢.20A>T (Glu7Val) Missense rs334 15333 P 1 1 H-I
c.118C>T (GIn40Ter) Missense rs11549407 15402 p 3 1 H-SG-I
¢.19G>A (Glu7Lys) Missense rs33930165 15126 P 2 2 SG-1
c.93-21G>A Splicing rs35004220 15454 P 0 1 H-SG-I
c.34G>A (Vall2lle) Missense rs33974228 15189 \ 0 1 0 [125]
c.whole_del Deletion X NA NA | o | 2 H [126]
(whole_deletion)
HEXA c.1073+1G>A Splicin rs76173977 3920 P/LP 0 1 H-SG
(NM_000520) : plicing
c.1422-2A>G Splicing X NA NA 0 H-SG
c.459+5G>A Splicing rs762060470 374505 P/LP 1 H-SG
€.1177C>T (Arg393Ter) Missense rs121907963 3905 P 0 1 H-SG
¢.739C>T (Arg247Trp) Missense rs121907970 3922 viB [ o] 1 0 [127]
¢.533G>A (Arg178His) Missense rs28941770 3896 P 1 0 H-SG
HGSNAT ..
(NM_152419) c.820+2T>A Splicing X NA NA 1 0 0
¢.525dupT (Val176fs) Frameshift rs483352895 1235 P 1 0 H-SG-I
c.372-2A>G Splicing rs483352896 1236 P 0 1 H-SG-I
HLCS
.1180-2A> ici 2 2 L 1
(NM_000411) c.1180-2A>G Splicing rs75072804 553797 P 0 I
c.1741G>A (Gly581Ser) Missense rs119103230 1910 P 1 0 SG-I

Cl = Clasificacion; DO = Donante ovocitos, DS = Donante Semen; GEN-PANEL = Test genotipado; Bibl = Bibliografia;
dbSNP = The Single Nucleotide Polymorphism Database
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¢.1900G>A (Asp634Asn) Missense rs149399432 558569 \ 0 1 0 [128]
(Nl\?i\gggll-M) ¢.109G>T (Glu37Ter) Nonsense rs763494292 195033 P 0 1 H-SG-I
¢.286C>T (GIn96Ter) Nonsense rs890995574 557482 LP 0 1 |
(NMI_?)L(J)’(L)\ZO?,) c.787A>T (Arg263Trp) Missense rs201268637 550605 \ 1 2 0 [129]
¢.1205G>A (Trp402Ter) Nonsense rs121965019 11908 P i 1 H-SG-I
¢.1577T>C (Leu526Pro) Missense rs781136336 567566 P 1 0 0
¢.1525-2A>G Splicing X NA NA 0 1 0
€.1598C>G (Pro533Arg) Missense rs121965021 11910 P 0 1 H-SG-I
(NM_I(\)/ODZZZS) €.932C>T (Ala311Val) Missense rs28940889 100060 P/LP 3 3 0
c.456+2T>C Splicing rs398123683 94055 P 1 0 0
c.445A>G (Met149Val) Missense rs1241965322 NA NA 0 1 0 [130]
€.214G>A (Asp72Asn) Missense rs747273828 NA NA 0 1 SG [131]
(NII\\A/If(')\IOZ()BSlZS) ¢.1A>G (M1?) I\:(]ZEEEE: rs967834240 552319 Vv 1 0
¢.1351G>T (Gly451Cys) Missense rs368899357 208266 P 0 1 0
(NMNl((;(Z:(Z:i32) €.100C>T (GIn34Ter) Nonsense rs1413464990 NA NA 1 1 0
c.463C>T (Argl55Trp) Missense rs141030969 566363 P/LP 1 1 |
¢.1015G>A (Val339Met) Missense rs150591260 203805 P/LP 3 5 SG-I
€.1322T>C (lle441Thr) Missense rs139852818 203808 Vv 1 4 0 [132]
¢.599T>A (lle200Asn) Missense rs140806722 167278 \ 1 0 0 [133]
(Nl\l\ﬁf(())ZL(,)\??:S) ¢.1135-1G>C Splicing X NA NA 1 0 |
c.594delC (Glu199fs) Frameshift X NA NA 0 1 0
MEFV .
(NM_000243) c.2080A>G (Met694Val) Missense rs61752717 2538 P/LP 3 0 H-SG-I
€.2084A>G (LysK695Arg) Missense rs104895094 2547 P/LPV| 2 | 1 SG-I
c.443A>T (Glul48Val) Missense rs104895076 2554 v 1 0 0 [134,135]
€.1958G>A (Arg653His) Missense rs104895085 2553 P/LP/V | 2 0 SG-I
¢.2040G>A (Met680lle) Missense rs28940580 2550 p 1 0 H-SG-I
c.2082G>A (Met694lle) Missense rs28940578 2539 P 1 1 H-SG-I
€.2230G>T (Ala744Ser) Missense rs61732874 2548 P/LP/V | 11 | 11 H-SG-I
¢.688G>A (Glu230Lys) Missense rs104895080 97537 P/V 1 0 0 [136,137]
€.2177T>C (Val726Ala) Missense rs28940579 2540 P/LP 3 1 H-SG-I
C'z(?|7e 2—922(;1?)“' Deletion | rs104895093 | 97485 |P/P/V| 0 | 1 | H-SG-

MMAB

(NM_052845) c.348+1G>T splicing X NA NA [ 1o 0

Cl = Clasificacion; DO = Donante ovocitos, DS = Donante Semen; GEN-PANEL = Test genotipado; Bibl = Bibliografia;
dbSNP = The Single Nucleotide Polymorphism Database
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c.(584+1_585-1)_(*1_?)del | Deletion X NA NA 1|o0 0
¢.548A>T (His183Leu) Missense rs752866643 218328 LP/V 1 0 SG [138]
¢.584G>A (Arg195His) Missense rs756195708 218322 LP 0 2 SG-I
(NI\ICIILA(;AI(_;:(C)G) c.271dupA (Arg91fs) Frameshift rs398124292 1421 P 6 3 H-SG-I
¢.389A>G (Tyr130Cys) Missense rs200094982 297484 P/LP/V | 1 0 SG-I
C.666C>A (Tyr222Ter) Nonsense rs201266016 496436 P 1 0 |
c.440G>C (Gly147Ala) Missense rs140522266 203828 P/LP 1 1 SG-I
c.271dupA (Arg91fs) Frameshift rs398124292 1421 P 0 1 H-SG-I
c.217C>T (Arg73Ter) Nonsense rs796051995 203825 P 0 1 SG-I
c.688C>T (Arg230Ter) Nonsense rs201183360 488706 LP 0 1 |
(000260, | wroommzzaze) | SPeme X L B N A
c.494C>T (Thr165Met) Missense rs111033174 43264 P 2 1 SG-I
c.2476G>A (Ala826Thr) Missense rs368341987 177732 Vv 0 1 H-1 []l_zf]_
NEB .
(NM_001271208) ¢.3067delG (Glu1023fs) Frameshift X NA NA 1 0 0
€.21076C>T (Arg7026Ter) Nonsense rs769345284 190457 P/LP 1 2 SG-I
€.19944G>A (Ser6648Ser) Missense rs201553266 23502 P/LP/V | 1 2 |
€.23372T>C (Met7791Thr) Missense rs201767727 167328 V/LB 3 3 0 [142]
c'zf,‘j’ﬁfgg Jfgﬁgg{er) Nonsense X NA Na | o | 2 0
€.25288C>T (Arg8430Ter) Nonsense rs747179265 451684 P/LP 0 1 |
€.6381T>A (Asp2127Glu) Missense rs368302286 257825 V/LB 0 1 0 [143]
(NMTOP(S(}Z71) ¢.3467A>G (Asn1156Ser) Missense rs28942105 2959 P/LP 1 0 H-1
c.1301C>T (Pro434Leu) Missense rs774333145 429322 LP/V 1 0 |
¢.346C>T (Argll6Ter) Nonsense rs144973225 NA NA 1 0 0 [144]
€.1990G>A (Val664Met) Missense rs376213990 370601 P/LP 1 0 |
€.3343G>T (Val1115Phe) Missense rs34226296 92712 V/B 1 0 0 [145]
¢.2324A>C (GIn775Pro) Missense rs80358253 21134 P 0 4 H-SG-I
¢.1114C>T (Arg372Trp) Missense rs1346436537 NA NA 0 1 0 [146]
€.3011C>T (Ser1004Leu) Missense rs150334966 326253 LP/V 1 1 0 [147]
¢.3560C>T (Ala1187Val) Missense rs113371321 556002 \Y 0 1 0 [148]
c.1351G>A (Glu451Lys) Missense rs781065429 554990 P/V 1 2 0 [149,150]
€.1997G>A (Ser666Asn) Missense rs750480579 NA NA 0 1 0 [151]
€.3289G>A (Asp1097Asn) Missense rs758829443 597436 LP 1 1 0
NPC2 . .
(NM_006432) €.334_335insTC (Lys112fs) | Frameshift X NA NA 0 1 0

Cl = Clasificacion; DO = Donante ovocitos, DS = Donante Semen; GEN-PANEL = Test genotipado; Bibl = Bibliografia;
dbSNP = The Single Nucleotide Polymorphism Database
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Avances en el Cribado Genético en Donantes de Gametos

Tabla Suplementaria 2. Variantes patogénicas halladas en donantes de semen y de
ovocitos en cada uno de los genes analizados con qCarrier Plus (NGS), que habrian sido

detectados por los paneles de genotipado H, | y/o SG.

(NM_P(I)I-\()I-(')277) c.441+5G>T Splcing rs62507321 92742 P 1 0 SG-I
c.60+5G>T Splicing rs62514895 102751 P 1 0 SG-I
¢.1241A>G (Tyr414Cys) Missense rs5030860 593 P 2 0 H-SG-I
¢.299A>G (His100Arg) Missense rs148393887 306914 \ 3 0 0 [152]
¢.59A>T (GIn20Leu) Missense X NA NA 1 0 0 [153]
¢.1139C>T (Thr380Met) Missense rs62642937 628 P 1 1 H-SG-I
¢.1208C>T (Ala403Val) Missense rs5030857 92731 P 2 2 SG-I
c.745C>T (Leu249Phe) Missense rs74503222 102821 P 1 0 H-SG-I
¢.824C>G (Phe275Arg) Missense rs62508715 102854 LP i 0 I
c.1162G>A (Val388Met) Missense rs62516101 619 P 2 0 SG-I
c.158G>A (Arg53His) Missense rs118092776 102601 Y 5 4 0 [154,155]
€.212G>A (Arg71His) Missense rs62508695 102633 LP 1 0 |
c.688G>A (Val230lle) Missense rs62516152 102784 LP 2 0 SG-I
€.728G>A (Arg243GlIn) Missense rs62508588 591 P 1 0 H-SG-I
c.838G>A (Glu280Lys) Missense rs62508698 580 P 2 0 H-SG-I
¢.898G>T (Ala300Ser) Missense rs5030853 92751 P 1 0 H-SG-I
¢.165T>G (Phe55Leu) Missense rs199475598 92734 P/LP 1 0 SG-I
€.194T>C (1le65Thr) Missense rs75193786 636 P 2 0 H-SG-I
c.734T>C (Val245Ala) Missense rs76212747 632 P 3 2 H-I
c.1066-11G>A Splicing rs5030855 607 P 0 6 H-SG-I
€.165delT (Phe55fs) Frameshift rs199475566 611 P 0 1 |
¢.500A>T (Asn167lle) Missense rs77554925 92743 LP 0 1 |
¢.1042C>G (Leu348Val) Missense rs62516092 92727 P 0 1 H-SG-I
¢.1222C>T (Arg408Trp) Missense rs5030858 577 P 0 1 H-SG-I
€.157C>T (Arg53Cys) Missense rs199475619 102600 \ 0 1 SG [156]
€.527G>A (Argl176Gin) Missense rs74486803 102724 P 0 1 0
¢.527G>T (Argl76Leu) Missense rs74486803 631 P 0 2 SG-I
c.782G>A (Arg261Gin) Missense rs5030849 582 P 0 2 H-SG-I
¢.1045T>C (Ser349Pro) Missense rs62508646 615 P/LP 0 1 H-SG-I
¢.143T>C (Leu48Ser) Missense rs5030841 608 P 0 2 H-SG-I
¢.932T>C (Leu311Pro) Missense rs62642936 578 P 0 1 SG-I
(NMTSSQZSZ) c.69_78del (GIn23fs) Frameshift X NA NA 1 0 I
€.923dupT (Leu308fs) Frameshift rs573607437 310846 P 0 1 H-SG
¢.1891G>C (Gly631Arg) Missense rs796052018 203878 LP 0 2 SG-I
PCCB c.1218_1231dell4ins12 Frameshift X 496028 p 6 4 H-SG-I

(NM_000532)

(Gly407fs)

Cl = Clasificacion; DO = Donante ovocitos, DS = Donante Semen; GEN-PANEL = Test genotipado; Bibl = Bibliografia;
dbSNP = The Single Nucleotide Polymorphism Database
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Tabla suplementaria 2

Tabla Suplementaria 2. Variantes patogénicas halladas en donantes de semen y de
ovocitos en cada uno de los genes analizados con qCarrier Plus (NGS), que habrian sido
detectados por los paneles de genotipado H, | y/o SG.

c.1313delC (Ala438fs) Frameshift NA NA 1 0 0
€.1490C>T (Ala497Val) Missense rs142403318 38877 LB/B 5 5 0 [157,158]
¢.737G>T (Gly246Val) Missense X NA NA 1| o SG [159]
€.1173dupT (Val392fs) Frameshift rs587776758 12014 P 0 1 SG
¢.201G>C (Arg67Ser) Missense X NA NA 0 1 0 [159]
¢.502G>A (Glu168Lys) Missense rs121964960 12015 P/LP 0 1 H-SG
(Nl\ljl(igggg%) c.3043delA (Thr1015fs) Frameshift NA NA 1 0 0
C'43‘(1/i;:fj72£:;\TCT Frameshift | rs768952458 NA Na | 1] o0 0
(p'L;'Ssligai?iﬁi:ETer) Frameshift | rs770082088 | 931061 v 1o 0
C'S(i?gl—é’ggfss ;iel Frameshift X NA Na | 1] o0 0
€.1591C>T (Leu531Phe) Missense rs750009006 557214 V/LB 1 0 0 [160]
€.1006C>T (Arg336Ter) Missense rs370261904 370327 LP 2 0 SG
€.2539G>A (Asp847Asn) Missense rs751941551 300189 \ 1 0 0 [161]
C'E(;az,\ﬁjvo(lclyjzzg é;)y ") Missense X NA Na | 1o 0 [161]
c.1997+1G>A Splicing rs763797356 379720 P/LP 0 2 0
€.3984-2A>G Splicing X NA NA 0 1 0
.4673_4676delTTAG
(Val1558fs) Frameshift X NA NA 0 1 0
(NM_001142769)
°'4(8T‘°;]1r£§?:;”p Frameshift | rs545191822 | 227010 LB o1 0 [162]
c5(i4r1071_75;§f3$;ie| Frameshift rs748086016 555843 LP/V 0 2 0
€.3358C>T (Argl120Ter) Nonsense rs773404494 228389 P 1 2 0
¢.875C>G (Pro292Arg) Missense rs138744579 557886 \ 0 2 0 [25]
(Nl\/||31<1|-|32294) ¢.3766delC (GIn1256fs) Frameshift rs746972457 188746 P/LP/V | 1 0 SG-I
.383delC (Thr128fs) Frameshift rs868562051 594678 P 2 0 H-SG-I
c.8173+1G>A Splicing X NA NA 1 2 0
¢.5768A>T (GIn1923Leu) Missense rs150838488 196989 Vv 3 2 0 [162]
€.12027C>G (Tyr4009Ter) Missense rs143616240 198368 V/LB 1 1 SG-I [164]
¢.5125C>T (Leul709Phe) Missense rs45517932 262404 V/LB 8 3 0 [165,166]
¢.5410C>T (Arg1804Cys) Missense rs201906247 501154 \% 2 2 0 [167]
¢.55C>T (Arg19Cys) Missense rs767379405 500969 \" 1 1 0 [168]
c.5134G>A (Gly1712Arg) Missense rs141103838 286651 P/V 2 4 SG-I
€.10036T>C (Cys3346Arg) Missense rs149798764 198306 P/LP/V | 4 2 0
€.10658T>C (lle3553Thr) Missense rs137852948 4113 P/V 2 2 H

Cl = Clasificacion; DO = Donante ovocitos, DS = Donante Semen; GEN-PANEL = Test genotipado; Bibl = Bibliografia;
dbSNP = The Single Nucleotide Polymorphism Database
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Tabla Suplementaria 2. Variantes patogénicas halladas en donantes de semen y de
ovocitos en cada uno de los genes analizados con qCarrier Plus (NGS), que habrian sido
detectados por los paneles de genotipado H, | y/o SG.

€.10637delT (Val3546fs) Frameshift rs770461067 279874 P 0 1 H-SG-I
¢.9689delA (Asp3230fs) Frameshift rs398124502 96444 P 0 H-SG-I
€.2702A>C (Asn901Thr) Missense rs764696718 577838 \Y 0 2 0 [168]
c.664A>G (lle222Val) Missense rs369925690 406891 P/LP 0 2 H-SG-I
¢.107C>T (Thr3eMet) Missense rs137852944 4108 P/LP 0 1 H-SG-I
¢.11089C>T (GIn3697Ter) Nonsense 3696/4074 aa NA NA 0 2 0
€.11740C>T (Arg3914Ter) Nonsense rs761704401 554930 \Y 0 2 0
c.7853T>A (Leu2618Ter) Nonsense X NA NA 1 1 0
c.9552T>A (Tyr3184Ter) Nonsense X NA NA 0 1 0
PMM2
(NM_000303) ¢.109C>T (GIn37Ter) Nonsense rs764353860 632947 P/LP 1 0 |
¢.97C>T (GIn33Ter) Nonsense rs149530060 803211 P 1 2 |
c.422G>A (Argl41His) Missense rs28936415 7706 P 3 6 | H-SG-I
c.470T>C (PheF157Ser) Missense rs190521996 188763 P/LP 2 2 H-SG-I
¢.91T>C (Phe31Leu) Missense rs749720760 425093 LP/V 2 1 0 [169]
€.368G>A (Arg123Gin) Missense rs141498002 265255 P/LP/V | O 2 SG-I
(NME(F))38310) c.451C>T (Argl51Ter) Nonsense rs137852700 8904 P/LP 1 1 H-SG-I
c.627+1G>T Splicing rs1265044710 465415 LP 1 0 |
RDH12
(NM_152443) €.250C>T (Arg84Ter) Nonsense rs1349849938 488802 P/LP 0 1 I
€.295C>A (Leu99lle) Missense rs28940315 2055 P 0 2 H-SG-I
c.883C>T (Arg295Ter) Nonsense rs200387832 655601 P/LP 0 1 0
€.701G>A (Arg234His) Missense rs750636662 313842 \ 1 1 0 [170-172]
RPE65
(NM_000329) ¢.370C>T (Argl124Ter) Nonsense rs61752877 98866 P 1 1 |
€.1080delC (Val361fs) Frameshift rs770947426 518268 P 1 3 H-SG-I
(NMS_?)§)|(-)|199) c.949+1G>A Splicing X NA NA 1 0 0 [173]
¢.197C>G (Ser66Trp) Missense rs104894637 5111 P 1 0 H-SG-I
¢.251A>G (His84Arg) Missense X NA NA 0| 2 0 [174]
¢.1456G>C (Val486Leu) Missense X NA NA 0 1 0 [175]
(Nl?/IIfOZOZ?’:-\OSGO) ¢.1196G>A (Arg399GlIn) Missense rs121908891 6424 P 1 0 H-SG
c.1412G>A (Argd71His) Missense rs386134223 25426 P/LP 1 0 0
c.1463G>A (Arg4d88His) Missense rs28383481 38794 P//LI;://I;/ 1 0 SG
c.433G>T (Gly145Ter) Nonsense X NA NA 1 0 0
€.839dupC (Ser280fs) Frameshift X NA NA 0 1 0

Cl = Clasificacion; DO = Donante ovocitos, DS = Donante Semen; GEN-PANEL = Test genotipado; Bibl = Bibliografia;
dbSNP = The Single Nucleotide Polymorphism Database
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Tabla Suplementaria 2. Variantes patogénicas halladas en donantes de semen y de
ovocitos en cada uno de los genes analizados con qCarrier Plus (NGS), que habrian sido

detectados por los paneles de genotipado H, | y/o SG.

(N:ALfozgoAlzlz) ¢.1273A>G (Asn425Asp) Missense rs104893920 4093 P 110 I
¢.532C>T (Argl78Ter) Nonsense rs104893919 4092 P 11 0 H-1
c.835C>T (Arg279Trp) Missense rs104893915 4089 P 41 8 H-SG-I
(le/lLfOZ(f(')Alil) c.1342-1G>A Splicing X NA NA 0] 1 |
c.1615-2A>G Splicing rs758823761 NA NA 0] 1 0
€.2171A>G (Asp724Gly) Missense rs757820624 228396 P/LP 0] 3 |
€.1226G>A (Argd09His) Missense rs111033305 43496 P 0] 1 |
¢.1003T>C (Phe335Leu) Missense rs111033212 4842 Vv 21 2 | [176]
c.1034T>A (Leu345Ter) Nonsense X NA NA 0| 2 |
¢.1061T>C (Phe354Ser) Missense rs111033243 43492 V/LB 21 2 0 [177,178]
¢.1334T>G (Leu445Trp) Missense rs111033307 4829 P o 1 |
c.1001+1G>A Splicing rs80338849 4819 P 1| 0 | H-SG-I
¢.1001G>T (Gly334Val) Missense rs146281367 189039 LP 110 |
(NM_S(';/Z:.’;‘;7715) Exon7del Deletion rs1561503058 571461 P (2) 16 | H-SG-I
SMPD1 .
(NM_000543) c.1474G>A (Gly492Ser) Missense rs144873307 445832 LP/V 21 1 0
c.1133G>A (Arg378His) Missense rs559088058 554977 P/LP/V | 3] 2 0
€.1460C>T (Ala487Val) Missense rs141641266 235490 V/LB/B | 2] 1 0 [179,180]
¢.1092-1G>C Splicing rs398123474 93312 P/LP 11 0 SG-|
c.1630delA (Thr544fs) Frameshift rs770962157 592260 P 11 0 SG-I
¢.1550A>T (Glu517Val) Missense rs142787001 198094 LP/V/IB | 1] 1 0 [179]
¢.340G>A (Vall14Met) Missense rs142215226 281705 \ 111 0 [181]
c.996delc (Phe333fs) Frameshift rs387906289 2990 P 1| 0 | H-SG-I
(NMi(T)g(|§349) ¢.562C>T (Arg188Cys) Missense rs104894090 8997 P 110 H
€.661G>A (Gly221Ser) Missense rs139081695 661662 LP 0| 2 0
USH1C .
(NM_153676) €.1823C>G (Pro608Arg) Missense rs41282932 5148 V/LB 2| 4 0 [182]
¢.1292G>T (Gly431Val) Missense rs751388655 550384 v 1] 0 [182]
c.2014-1G>A Splicing rs150567427 178566 P/V/B 0o 1
C‘i’ zﬁjgéfggiggz)er) Nonsense | rs1290295453 NA Na |o| 1| o
(NM_QSOO44) ¢.173A>T (GIn58Leu) Missense rs200185441 402390 \Y 0] 1 0 [183,184]
ARG1 .
(NM_000045) €.272dupG (Arg92fs) Frameshift X 203606 P/LP 0| 1 0
(Nl\lilc_l((JggOBSG) ¢.831G>C (Trp277Cys) Missense X NA NA 0] 1 0 [185]
(NMngs 552) C'829zszéij;2;CCTG Frameshift X NA NA |1] 0 0

Cl = Clasificacion; DO = Donante ovocitos, DS = Donante Semen; GEN-PANEL = Test genotipado; Bibl = Bibliografia;

dbSNP = The Single Nucleotide Polymorphism Database
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Tabla Suplementaria 2. Variantes patogénicas halladas en donantes de semen y de

ovocitos en cada uno de los genes analizados con qCarrier Plus (NGS), que habrian sido

detectados por los paneles de genotipado H, | y/o SG.

¢.214G>T (Glu72Ter) Nonsense rs104894483 4077 P 1 0 H-SG-I
CLRN1 ..
(NM_001195794) C.434-2A>T Splicing X NA NA 0 1 0 [141]
€.118T>G (Cys40Gly) Missense rs121908143 4399 P/LP/V | O 1 SG-I
COL4A4L c.3861delinsCTC .
(NM_000092) (Arg1288fs) Frameshift X NA NA 0 1 0
DLD .
(NM_000108) ¢.685G>T (Gly229Cys) Missense rs121964990 11966 P 0 1 H-SG-I
ETFA ¢.347T>C (Val116Ala) Missense rs749455172 NA NA 0 1 0 [186]
(NM_001127716) ‘
ETFDH ¢.1601C>T (Pro534Leu) Missense rs200920510 418184 P 1 0 |
(NM_004453) '
F8 .
. >
(NM_000132) c.190G>A (Val64Met) Missense rs187738612 NA NA 1 0 0 [187]
¢.396A>C (Glu132Asp) Missense rs137852388 10171 P 2 1 SG-I
€.6374G>C (Ser2125Thr) Missense rs782363141 804136 \Y 1 0 0 [188]
c.5144G>A (Argl715GlIn) Missense X NA NA 1 0 0 [189]
€.3169G>A (Glu1057Lys) Missense rs28933673 10251 LP/V 1 0 SG-I
¢.2150G>A (Arg717GlIn) Missense X NA NA 0 1 0 [190]
c.1834C>T (Arg612Cys) Missense rs137852428 10236 P 0 1 SG-I
F9 .
(NM_000133) c.967G>A (Glu323Lys) Missense rs150351950 695891 B 0 1 0 [191]
GALK1 ¢.593C>T (Ala198Val) Missense rs80084721 5633 \Y 0 1 H [192]
(NM_000154) )
€.766C>T (Arg256Trp) Missense rs376790302 646613 P 0 1 0
GLA .
(NM_000169) c.376A>G (Ser126Gly) Missense rs149391489 163547 V/LB/B | 0O 1 0 [193]
¢.1088G>A (Arg363His) Missense rs111422676 222141 P 0 1 SG-I
GNS ..
(NM_002076) c.192+1G>A Splicing X NA NA 0 1 0
HADHB ..
(NM_000183) c.254+1G>A Splicing rs776172237 431987 P 0 1 |
€.1092delT (His364fs) .
(NM_001281512) Frameshift X NA NA 0|1 0 [194]
IDS .
(NM_000202) c.781C>G (Pro261Ala) Missense X NA NA 0 1 0 [195]
MFSD8 ¢.1006G>C (Glu336GIn) Missense rs150418024 162378 LP/V/B 1 0 0
(NM_152778) )
c.whole_del
- Deleti X NA NA 1
(whole_deletion) eletion 0 0
NAGLU c.700C>T (Arg234Cys) Missense rs104894601 1572 P 0 2 H-SG-I
(NM_000263) : eonty
PEX7 c.875T>A (Leu292Ter) Missense rs1805137 7780 P 1 0 H-SG-I
(NM_000288) ‘
PROP1 €.217C>T (Arg73Cys) Missense rs121917843 8104 P 0 1 H-SG-I
(NM_006261) : 8/oLy
LC25A1
SLC25A13 €.2029T>C (Ter677GIn) Stop Lost rs759865234 NA NA 1 0 0

(NM_001160210)

Cl = Clasificacion; DO = Donante ovocitos, DS = Donante Semen; GEN-PANEL = Test genotipado; Bibl = Bibliografia;

dbSNP = The Single Nucleotide Polymorphism Database
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Tabla Suplementaria 2. Variantes patogénicas halladas en donantes de semen y de
ovocitos en cada uno de los genes analizados con qCarrier Plus (NGS), que habrian sido
detectados por los paneles de genotipado H, | y/o SG.

(NMjggéw 1) c.89+1G>A Splicing X NA NA 0] 1 0 [196]
€.622C>T (Arg208Ter) Nonsense rs119455955 2643 P 0 1 H-SG-I
(NMU_SZ*BZ(SB) c.(715)?;l;;532|9 > Deletion X NA NA 110 0 [141]
c.12066+1G>A Splicing X NA NA 1 0 0
€.2299delG (Glu767fs) Frameshift rs80338903 2351 P 1 1 H-SG-|
c.5218delA (lle1740fs) Frameshift X NA NA 1 0 0
¢.5278delG (Asp1760fs) Frameshift X NA NA 1 0 |
c.8585delA (GIn2862fs) Frameshift X NA NA 1 0 0
¢.15496A>G (lle5166Val) Missense rs111033419 48465 V 1 0 0 [141,161]
¢.5624A>G (Asn1875Ser) Missense rs141609561 178579 LB 1 1 0 [197]
€.9307A>G (lle3103Val) Missense rs143352618 166464 V/LB 1 2 0 [141]
.10481C>G (Thr3494Arg) | Missense X NA NA 1|o0 0 [141]
€.10759C>T (GIn3587Ter) Nonsense rs111033418 48357 P/LP 2 0 SG-I
€.11713C>T (Arg3905Cys) Missense rs368675850 236537 LP 1 0 0
€.11927C>T (Thr3976Met) Missense rs142381713 48385 V/LB 2 0 0 [198]
c.4106C>T (Ser1369Leu) Missense rs201709513 48511 P/LP/V | 1 0 0
€.6628C>G (Pro2210Ala) Missense rs192115090 166480 LB/B 1 0 0 [199,200]
¢.2276G>T (Cys759Phe) Missense rs80338902 2356 P 6 5 H-1
¢.4378G>A (Gly1460Arg) Missense rs139311927 178581 Y 1|o 0 [201]
€.6670G>T (Gly2224Cys) Missense rs149553844 209202 P/V 2 2 0 [171,202]
€.9871G>A (Gly3291Ser) Missense rs138543813 550545 v 1 0 0 [203]
¢.1225T>C (Trp409Arg) Missense X NA NA 1|o 0 [204]
€.15364T>C (Cys5122Arg) Missense rs111033402 48461 \ 3 0 0 [141]
€.9799T>C (Cys3267Arg) Missense rs111033263 48634 P 1 1 SG-I
1)_(°7'(360301+61+_17—360311_71') gl Deletion X NA NA [0 |1 0 [205]
c.810delG (Met270fs) Frameshift X NA NA 0 1 0
€.14453C>T (Pro4818Leu) Missense rs143344549 504509 P/LP 0 2 0
¢.4714C>T (Leul5Phe) Missense rs111033333 48521 LB 0 1 0 [197,206]
¢.5051C>T (Pro1684Leu) Missense rs771088957 558431 \ 0 1 0 [207]

Cl = Clasificacion; DO = Donante ovocitos, DS = Donante Semen; GEN-PANEL = Test genotipado; Bibl = Bibliografia;
dbSNP = The Single Nucleotide Polymorphism Database
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Tabla suplementaria 3

Tabla suplementaria 3. Variantes patogénicas halladas en donantes de semen y de ovocitos en el gen CFTR analizado con qCarrier Plus (NGS), que
habrian sido detectadas por los paneles de genotipado H, | y/o SG.

Va(':fl\'/l'tjsogzg)TR C?Zf::;:?a CFTR2 ca::ea':f"“i Clinvar | DS |DO|  Test Blibl G enF ;fr::;;tfll04) CFE'IchEEF(Izz)
€.1210-34TG(13)T(5) Splicing VC A-B P/V/LB 1] 1 SG-E 30 N/S 1.10
¢.1210-34TG(11)T(5) Splicing VC B-C P/V/LB 37 | 38 SG-E 30 N/S 41.25
¢.1210-34TG(12)T(5) Splicing VC A-B P/V/LB 22 | 24 SG-E 30, 31 N/S 25.30
€.224G>A (Arg75GIn) Missense NCC NCC V/LB/B 19 | 19 0 32-35 156.5 20.90

€.2991G>C (Leu997Phe) Missense NCC B P/LP/V/LB/B | 16 | 16 SG 31, 35-39 22.22 17.60 *
C%S’ﬁ:gggjjg‘;g T Missense cc A p 12 | 13 | H-SG-I-E 7172 13.75
€.2260G>A (Val754Met) Missense NCC N/S V/LB/B 9 | 8 0 40-42 18.16 9.35*
€.3041A>G (Tyr1014Cys) Missense SUE N/S Y% 6 | 2 0 31, 43, 44 2.58 4.40*
€.958T>G (Leu320Val) Missense NCC N/S Y% 4| 3 0 39, 45, 46 5.77 3.85*
¢.1052C>G (Thr351Ser) Missense N/S N/S Y% 4| 2 0 45, 47 170 3.30*
c.772A>G (Arg258Gly) Missense N/S N/S P/LP/V 3|2 0 41, 48, 49 1.72 2.20%*
€.3154T>G (Phe1052Val) Missense VC N/S P 3| 4 SG 34, 38,50, 51, 52 6.28 3.85*
€.3484C>T (Argl162Ter) Nonsense cC P 2|10 H-SG-I-E 0.57 1.10
€.3909C>G (Asn1303Lys) Missense cC P 2|3 H-SG-I-E 1.39 2.75%
.1624G>T (Gly542Ter) Nonsense cC P 2|3 H-SG-I-E 3.22 2.75%
€.3454G>C (Asp1152His) Missense VC A-B P 2 |1 H-SG-I-E 3.76 1.65
¢.601G>A (Val201Met) Missense SUE N/S v 2 | 3 0 53-55 2.16 275*

A = mutacion que causa FQ; B = mutaciones asociadas a clinica relacionada con FQ; C = No consecuencias clinicas; D = consecuencias clinicas de la mutacion indeterminadas;
CC = variante causante de FQ; NCC = variante no causante de FQ; N/S = variante no hallada en la base de datos CFTR2; SUE= Bajo evaluacion; VC = variante con
consecuencias clinicas variadas; DS=Donante de semen; DO=Donante de ovocitos; Bibl=Bibliografia; Frec=Frecuencia; * Existen diferencias estadisticamente significativas en
las frecuencias poblacionales descritas en GenomAD y CEIFER.
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Tabla suplementaria 3. Variantes patogénicas halladas en donantes de semen y de ovocitos en el gen CFTR analizado con qCarrier Plus (NGS), que
habrian sido detectadas por los paneles de genotipado H, | y/o SG.

€.2939T>A (11e980Lys) Missense N/S N/S P/LP/V 2 | o SG 56 0.08 1.10 *
€.350G>A (Argl17His) Missense vVC A-B P 110 H-SG-I 14.4 0.55
€.3266G>A (Trp1089Ter) Nonsense cc A-B P 1]0 H-SG-I 0.24 0.55
€.254G>A (Gly85Glu) Missense cc A P 1| 0 | HSG-I-E 0.39 0.55
¢.2758G>A (Val920Met) Missense N/S N/S P/V 1]0 0 127 0.55
€.2856G>C (Met952lle) Missense N/S B P/LP/V 2 |3 0 0.80 165*
€.3389G>C (Gly1130Ala) Missense N/S N/S NA 110 0 57 0.32 0.55
€.1148T>C (Leu383Ser) Missense N/S N/S NA 1 0 0 58 N/S 0.55
€.1523T>G (Phe508Cys) Missense NCC B-C P/V/B 1|1 0 59 9.48 1.10
c.1616T>C (lle539Thr) Missense N/S N/S v 1 0 0 60 0.20 0.55
.695T>A (Val232Asp) Missense cc A-B P 1|o I-E 0.24 0.55
€.2900T>C (Leu967Ser) Missense VC N/S P/LP/V 1] 2 0 35, 61 7.04 7.65
¢.1000C>T (Arg334Trp) Missense VvC N/S P 1 0 H-SG-I-E 0.57 0.55
¢.1684G>C (Val562Leu) Missense N/S N/S LP/V 1]5 SG 0.04 3.30*
.2657+5G>A Splicing cC A P 1| 0| H-SGIE 0.71 0.55
c.489+3A>G Splicing VC A P/LP/V 1 0 0 2.28 0.55
€.2421A>G (lle807Met) Missense NCC C P/V/LB/B 1|o 0 61 7.02 0.55
¢.1684G>A (Val562Ile) Missense NCC N/S Vv 1|0 0 61,73 1.42 0.55
€.1315C>T (Pro439Ser) Missense N/S N/S LP/V 1|o 0 45 N/s 0.55
¢.1495C>G (Pro499Ala) Missense N/S N/S Vv 1 0 0 62 0.20 0.55
€.332C>T (Prolllleu) Missense N/S N/S P/V 1]o0 0 63-64 0.60 0.55
€.3808G>A (Asp1270Asn) Missense VC B P/V/LB 3|6 0 65-67 151 4.95

A = mutacidon que causa FQ; B = mutaciones asociadas a clinica relacionada con FQ; C = No consecuencias clinicas; D = consecuencias clinicas de la mutacion indeterminadas;
CC = variante causante de FQ; NCC = variante no causante de FQ; N/S = variante no hallada en la base de datos CFTR2; SUE= Bajo evaluacién; VC = variante con
consecuencias clinicas variadas; DS=Donante de semen; DO=Donante de ovocitos; Bibl=Bibliografia; Frec=Frecuencia. * Existen diferencias estadisticamente significativas en
las frecuencias poblacionales descritas en GenomAD y CEIFER.
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