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ESTUDIO GENETICO DE ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES (CardioRef Global®)
POR SECUENCIACION MASIVA (NGS)

N2 Peticién: 000

Cliente: -

Cadigo analisis: 14970

Nombre paciente: XXX

Fecha nacimiento: - Ref. Paciente: XXX

Sexo: Masculino Tipo muestra: Cultivo piel fetal
Fecha recepcién: DD/MM/AAAA Fecha resultado: DD/MM/AAAA

Informacién clinica facilitada: La muestra procede de células de cultivo de piel fetal. Tras muerte intrauterina, se solicita
estudio relacionado con muerte subita.

Estudios previos: Estudio genético del panel de Arritmia ventricular y muerte sUbita por secuenciacién masiva (NGS)
identificé la presencia en heterocigosis de la variante de significado clinico incierto c.11791G>A (p.Glu3931Lys) en el gen
ANK2 (véase informe con nimero de peticion 5941851 emitido con fecha 27/10/2016).

RESULTADO E INTERPRETACION

Se ha identificado la presencia en heterocigosis de una variante patogénica en el gen TRDN asociada a Taquicardia
ventricular polimdrfica catecolaminérgica. Dado el tipo de herencia autosémica recesiva de la enfermedad para este
gen seria necesaria la presencia de una segunda variante patogénica para que el resultado fuese compatible con el
diagnéstico clinico de sospecha.

Se ha identificado la presencia en heterocigosis de cinco variantes de significado clinico incierto (VSI).

Listado completo de genes estudiados en Anexo 1. (Seccién Metodologia)

Listado de genes reportados y cobertura en Tabla 1. (Seccién Metodologia)

Listado de genes parcialmente cubiertos en Tabla 2. (Seccion Metodologia)

Variante* Cigosidad Herencia Clasificacion?
TRDN NM_006073.3: c.1996del Heterocigosis Autosdmica Recesiva Probablemente
(p.Ala666LeufsTer78) patogénica
TRPMA4 NM_017636.3:¢.2289C>G Heterocigosis ~ Autosdmica Dominante VSI
(p.Cys763Trp)
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DSP NM_004415.2:¢c.740C>T Heterocigosis Autosdmica VSl
(p.Ala247Val) Recesiva/Dominante

TIN NM_001256850.1:c.5479G>T Heterocigosis Autosémica VSI
(p.Ala1827Ser) Recesiva/Dominante

TIN NM_001256850.1:c.97348C>T Heterocigosis Autosémica VSI
(p.Arg32450Trp) Recesiva/Dominante

TIN NM_001256850.1:¢c.101017G>A Heterocigosis Autosémica VSI
(p-Ala33673Thr) Recesiva/Dominante

* Nomenclatura segiin HGVS v15.11
A Basada en las recomendaciones del American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG)

La variante c.1996del (p.Alab66LeufsTer78) detectada en el gen TRDN es un cambio de tipo frameshift que predice la
substitucion de un aminoacido Alanina por Leucina en la posicién 666 de la proteina y, debido al desplazamiento de la
pauta de lectura, originara la aparicién de un codon de parada prematuro 79 aminoacidos después. No se encuentra
descrita en las bases de datos clinicas y de frecuencias poblacionales consultadas ni en la bibliografia cientifica.

Basdndonos en estos datos la variante se clasifica como Variante Probablemente patogénica.

El gen TRDN (OMIM: 603283) esta asociado con Taquicardoa ventricular polimorfica catecolaminérgica (OMIM:
615441), entidad con patrén de herencia autosémica recesiva.

Dado el tipo de herencia autosémica recesiva del gen TRDN para la enfermedad asociada, son necesarias dos variantes
patogénicas en configuracion trans (una en cada alelo) para obtener una confirmacion diagndstica. Independientemente
de la clasificacion, la identificacion de una Unica variante no podria explicar por si sola la enfermedad estudiada. Por
consiguiente, los estudios de cosegregacion con la enfermedad de una variante en un gen asociado a una herencia
autosémica recesiva no son informativos, independientemente de la clasificacion de la variante.

La variante ¢.2289C>G (p.Cys763Trp) detectada en gen TRPM4 es un cambio de tipo missense que predice la
substitucion de un aminodcido Cisteina por Triptofano en la posicién 763 de la proteina. No se encuentra descrita en las
bases de datos clinicas consultadas ni en la bibliografia cientifica. La variante aparece anotada en la base de datos
dbSNP (rs200760537) y en la base de datos de frecuencia poblacional gnomAD (0,0012%). Dos predictores
bioinformaticos (SIFT, Polyphen-2) estiman que el cambio tendria un efecto patogénico mientras que un tercer
predictor ( MutationTaster) estima que el cambio tendria un efecto tolerado.

Basandonos en estos datos la variante se clasifica como Variante de Significado clinico Incierto.

El gen TRPM4 (OMIM: 606936) estd asociado con Trastorno progresivo familiar de conduccién cardiaca (OMIM:
604559), entidad con patron de herencia autosdémica dominante.

La variante ¢.740C>T (p.Ala247Val) detectada en el DSP es un cambio de tipo missense que predice la substitucién de un
aminodcido Alanina por Valina en la posicién 247 de la proteina, afectando a un dominio funcional. No se encuentra
descrita en las bases de datos clinicas consultadas ni en la bibliografia cientifica. La variante aparece anotada en la base
de datos dbSNP (rs544360130) y en la base de datos de frecuencia poblacional gnomAD (0,024%). El predictor
bioinformatico MutationTaster estima que el cambio tendria un efecto patogénico mientras que otros dos predictores
(SIFT, Polyphen-2) estiman que el cambio tendria un efecto tolerado.

Basandonos en estos datos |a variante se clasifica como Variante de Significado clinico Incierto.

El gen DSP (OMIM: 125647) esta asociado con Displasia arritmogénica del ventriculo derecho (OMIM: 607450), entidad
con patrén de herencia autosémica dominante.
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La variante ¢.5479G>T (p.Alal827Ser) detectada en el gen TTN es un cambio de tipo missense que predice la
substitucion de un aminoacido Alanina por Serina en la posicion 1827 de la proteina, afectando a un dominio funcional.
Se encuentra descrita en la bases de datos ClinVar (ID 47184) como variante de significado clinico incierto,
probablemente benigna o benigna asociada a diferentes entidades como Cardiomiopatia dilatada, Cardiomiopatia
hipertrofica, Miopatia hereditaria, Miopatia de Salih, Miopatia distal o Distrofia muscular de cinturas. La variante
aparece anotada en la base de datos dbSNP (rs141213991) y en la base de datos de frecuencia poblacional gnomAD
(0,084%). Dos predictores bioinformaticos (SIFT, MutationTaster) estiman que el cambio tendria un efecto patogénico
mientras que un tercer predictor (Polyphen-2) estima que el cambio tendria un efecto tolerado.

Basandonos en estos datos la variante se clasifica como Variante de Significado clinico Incierto.

La variante ¢.97348C>T (p.Arg32450Trp) detectada en el gen TTN es un cambio de tipo missense que predice la
substitucion de un aminoacido Arginina por Triptéfano en la posicion 32450 de la proteina, afectando a varios dominios
funcionales. Se encuentra descrita en las bases de datos HGMD (CMO057411) como variante de significado clinico
incierto asociada a Miopatia y en ClinVar (ID 178157) como variante de significado clinico incierto o probablemente
benigna asociada a Cardiomiopatias y otras enfermedades cardiovasculares. La variante aparece anotada en la base de
datos de frecuencia poblacional gnomAD (0,10%) pero no en la base de datos dbSNP. Todos los predictores
bioinformaticos (SIFT, MutationTaster, Polyphen-2) estiman que el cambio tendria un efecto patogénico. En la biliografia
cientifica se ha reportado la variante como polimorfismo asociado a Miopatia hereditaria con insuficiencia respiratoria
temprana pero que por si solo no causaria esta enfermedad (PMID: 24231549)

Basdandonos en estos datos la variante se clasifica como Variante de Significado clinico Incierto.

La variante ¢.101017G>A (p.Ala33673Thr) detectada en el gen TTN es un cambio de tipo missense que predice la
substitucion de un aminoacido Alanina por Treonina en la posicidon 33673 de la proteina, afectando a varios dominios
funcionales. Se encuentra descrita en la bases de datos ClinVar (ID 203102) como variante de significado clinico incierto
asociada a Cardiomiopatia dilatada. La variante aparece anotada en la base de datos dbSNP (rs377171054) y en la base
de datos de frecuencia poblacional gnomAD (0,0082%). El predictor bicinformatico MutationTaster estima que el
cambio tendria un efecto patogénico mientras que otros dos predictores (SIFT, Polyphen-2) estiman que el cambio
tendria un efecto tolerado.

Basandonos en estos datos la variante se clasifica como Variante de Significado clinico Incierto.

El gen TTN (OMIM: 188840) estad asociado con Miocardiopatia dilatada familiar aislada 1G (OMIM: 604145), Miopatia
hereditaria con insuficiencia respiratoria temprana (OMIM: 603689) y Miocardiopatia hipertrofica familiar 9 (OMIM:
613765), entidades con patrén de herencia autosémica dominante y con Miopatia de Salih (OMIM: 611705), entidad
con patron de herencia autosomica recesiva. El gen TTN es el gen de mayor tamafio del genoma, por lo que con mayor
probabilidad pueden identificarse variantes nuevas, siendo por tanto muchas de ellas clasificadas como inciertas.
Ademas el gen TTN codifica la proteina titina, una proteina muscular de gran tamafio expresada en los musculos
cardiaco y esquelético con un papel clave en el ensamblaje muscular. Por ello variantes patogénicas en el gen TTN se
asocian a diferentes fenotipos tanto en cardiologia como neurologia, con diferentes tipos de herencia y penetrancia
incompleta. Estos hechos incrementan la complejidad de interpretacion de variantes de patogenicidad no confirmada,
las cuales deben ser interpretadas en el contexto clinico de la familia, en funcidon del drbol familiar, para poder alcanzar
conclusiones diagnosticas.

RECOMENDACIONES

Los estudios genéticos en cardiologia son de compleja interpretacién, no existe una relacion directa entre la presencia
de una variante y el desarrollo de la enfermedad (penetrancia incompleta). El resultado genético indica un riesgo y no
una causa de enfermedad. Son muy Utiles e informativos en familias para el seguimiento y prevencién en los casos en
gue se consigue identificar una variante patogénica clara en un gen relacionado, pero, de muy compleja interpretacion
cuando se identifican variantes poco claras en casos en que ademas no se dispone de informacién clinica. Ampliar el
estudio de las variantes de significado clinico incierto a los familiares en cardiopatias, debe ser valorado en funcién del
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arbol familiar, del nimero de individuos afectos/no afectos en la familia y por tanto valorado caso a caso. En el caso del
gen TTN considerar o descartar la implicacion de las variantes identificada es dependiente de la correlacién genotipo-
fenotipo que valore el especialista y que segun lo anotado en referencia al gen TTN, la interpretacion de variantes de
patogenicidad no confirmada en este gen es compleja.

Se recomienda valorar si alguna de las enfermedades asociadas a los genes DSP, TRDN, TRPM4 y TTN pudieran
correlacionarse con la clinica del feto y en consecuencia, si se considera oportuno, ampliar el estudio con el analisis de
grandes deleciones/duplicaciones (Copy Number Variant; CNV) en el gen TRDN y/o con estudios de cosegregacion en
funcién del arbol familiar en el caso de las variantes detectadas en los genes DSP, TRPM4 y TTN.

El asesoramiento genético debe ser facilitado por el especialista que atiende a la paciente. Si el facultativo necesita
informaciéon  adicional sobre los resultados o del asesoramiento genético, puede contactar con
genetics@referencelaboratory.es.

METODOLOGIA EMPLEADA

Extraccion de ADN y valoracion cuantitativa y cualitativa de la muestra de ADN obtenida.

Captura y enriquecimiento de las regiones exonicas y de las zonas intronicas flanqueantes de los genes contenidos en el
panel de secuenciacion REFLAB MedExome (Roche) con la tecnologia Roche NimbleGen SeqCap EZ HyperCap Library™.

Secuenciacién masiva con el secuenciador NextSeq™ (lllumina).

Identificacion de las variantes de interés respecto del genoma de referencia (hgl19) tras el filtrado segln criterios de
calidad especificos. Anotacién de las variantes obtenidas con los programas bioinformaticos: Alamut Visual™ (Interactive
Biosoftware), Ingenuity Variant Analysis™ (QIAGEN), Variant interpreter™ (Illumina) y VarAFT™. Las bases de datos de
referencia utilizadas han sido las bases de datos poblacionales dbSNP, 1000genomes, EXAC y gnomAD, las bases de
datos clinicas Human Gene Mutation Database (HGMD version 2019.3), ClinVar y LOVD, y bases especificas de la
enfermedad, si procede, y propias de Reference Laboratory Genetics. El andlisis bioinformatico para evaluar el posible
impacto de las variantes de interés en la estructura y funcionalidad de la proteina se ha llevado a cabo con los
programas bioinformaticos MutationTaster, SIFT y PolyPhen-2. Estos analisis constituyen Unicamente una herramienta
predictiva, no probada experimentalmente.

La nomenclatura utilizada para definir las variantes sigue los criterios de la Human Genome Variation Society (HGVS)
(http://www.HGVS.org/varnomen).

Clasificacién de las variantes en base a las recomendaciones del American College of Medical Genetics and Genomics
(ACMG) (Richards S. et al., 2015). Unicamente se informan las variantes que en base a la informacién actual son
consideradas variantes patogénicas, probablemente patogénicas o de significado clinico incierto. (El listado completo de
variantes identificadas esta disponible bajo peticién).

La profundidad media de lectura obtenida ha sido de 136,8x siendo > 20x en el 98,7% de las regiones analizadas.
Las variantes INDEL reportadas son confirmadas mediante secuenciacién Sanger.

LIMITACIONES: Los resultados obtenidos no excluyen variantes fuera de las regiones del genoma analizadas o anomalias
genéticas no detectables por secuenciacion masiva como grandes reordenamientos, grandes deleciones/duplicaciones
(Copy Number Variant; CNV), inserciones/deleciones de >= 10 nucledtidos, variantes en regiones repetitivas o con un
alto porcentaje de CG y variantes en genes con pseudogenes con secuencias altamente homalogas.

No es posible descartar la presencia de variantes en otros genes no analizados.

Anexo 1. Listado de genes estudiados

AARS2, ABCA1, ABCB1, ABCCY, ABCG1, ABCG5, ABCGS, ACADY, ACADM, ACADVL, ACTA1, ACTA2, ACTC1, ACTN2, ACVR1, ACVR2B, ACVRL1, ADAMTS2,
ADAMTSL4, AGK, AGL, AGPAT2, AKAP9, AKT2, ALMS1, AMPD1, ANGPTL3, ANK2, ANK3, ANKRD1, ANO5, APOA1, APOA5, APOB, APOC2, APOC3, APOE,
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ASPH, ATPSE, ATP7A, ATPAF2, B3GAT3, BAGALT7, BAG3, BLK, BMP10, BMPR1A, BMPR1B, BMPR2, BRAF, BSCL2, CACNAIC, CACNAID, CACNA2D1,
CACNB2, CALM1, CALM2, CALM3, CALR3, CAPN3, CASQ2, CAV1, CAV3, CAVIN1, CAVIN4, CBL, CBS, CEL, CETP. CFC1, CHD7, CHRM2, CHST14, CIDEC,
CITED2, COA5, COA6, COL1AL, COL1A2, COL3A1, COL5A1, COL5A2, COL7A1, COQ2, COX15, COX6B1, CPT2, CREBBP, CRELD1, CRYAB, CSRP3, CTF1,
CTNNA3, CTNNBI, CYP2D6, CYP3A4, CYP3AS, DES, DLD, DMD, DNAJC19, DNM1L, DOLK, DSC2, DSG2, DSP, DTNA, EFEMP2, EHMT1, EIF2AK3, EIF2AK4,
ELAC2, ELN, EMD, ENG, EP300, EVC, EYA4, FAH, FBN1, FBN2, FGF12, FHL1, FHL2, FHOD3, FKBP14, FKRP. FKTN, FLNA, FLNC, FOXC1, FOXD4, FOXF1,
FOXH1, FOXP1, FOXP3, FOXRED1, FXN, GAA, GATA4, GATAS, GATA6, GATAD1, GCK, GDF1, GDF2, GFM1, GJA1, GJAS, GLA, GLB1, GLIS3, GNPTAB, GPD1,
GPD1L, GPIHBP1, GUSB, HAND2, HCN4, HFE, HNF1A, HNF1B, HNF4A, HRAS, IDH2, IER3IP1, ILK, INS, INSIG2, INSR, IRX4, ISL1, JAGL, JPH2, JUB, KANSLI,
KCNAS5, KCND2, KCND3, KCNE1, KCNE2, KCNE3, KCNES, KCNH2, KCNJ11, KCNJ2, KCNJS, KCNJS, KCNK3, KCNQ1, KLF10, KLF11, KMT2D, KRAS, LAMA2,
LAMA4, LAMP2, LCAT, LDB3, LDLR, LDLRAP1, LEFTY2, LEP LIAS, LIPA, LIPC, LMF1, LMNA, LPA, LPL, LRP6, LZTR1, MAP2K1, MAP2K2, MED12, MED13L,
MEF2A, MFAPS, MIB1, MLYCD, MRPL3, MRPL44, MRPS22, MTO1, MTTP, MYBPC3, MYH11, MYH6, MYH7, MYL2, MYL3, MYLIE MYLK, MYLK2, MYOM.,
MYOT, MYOZ2, MYPN, NEBL, NEUROD1, NEUROG3, NEXN, NF1, NKX2-5, NKX2-6, NNT, NODAL, NOSIAP. NOTCH1, NOTCH2, NOTCH3, NPCIL1, NPHP4,
NPPA, NRAS, OBSCN, OBSL1, OPA3, PAX4, PCDH15, PCSK9, PDGFRA, PDHAL, PDLIM3, PDX1, PHKA1, PITX2, PKP2, PKP4, PLIN1, PLN, PLODI, PLTP,
PMM?2, PNPLA2, PPARA, PPARG, PRDM16, PRKAG2, PRKG1, PSEN1, PSEN2, PTF1A, PTPN11, PYGM, RAF1, RANGRE, RASAL, RASA2, RBM20, RFX6, RIT1,
RRAS, RYR1, RYR2, SALL4, SAR1B, SCARB1, SCN10A, SCN1B, SCN2B, SCN3B, SCN4B, SCN5A, SCO2, SDHA, SGCA, SGCB, SGCD, SHOC2, SKI, SLC22A5,
SLC25A3, SLC25A4, SLC2A10, SLC2A2, SLC39A13, SLCO1B1, SLMAP, SMAD1, SMAD3, SMAD4, SMAD6, SMADS, SNTA1, SOS1, SOS2, SPEG, SPRED1,
SURF1, SYNE1, SYNE2, TAB2, TAZ, TBC1D4, TBX1, TBX20, TBX5, TCAP. TDGF1, TFAP2B, TGFB2, TGFB3, TGFBRI, TGFBR2, TMEMA43, TMEM70, TMPO,
TNNCI1, TNNI3, TNNI3K, TNNT2, TOPBP1, TOR1AIP1, TPM1, TRDN, TRIB1, TRIM63, TRPM4, TSFM, TTN, TTR, TXNRD2, UPF3B, VCL, WFS1, XK, ZDHHCY,
ZFHX3, ZFPM2, ZIC3, ZMPSTE24.

Tabla 1. Listado de genes reportados y cobertura

Gen NM 10x % Exdn(es) con cobertura < 100%*
DSP NM_004415 100,00 N

TRDN NM_006073 98,90 28

TRPM4 NM_017636 100,00 N
TTN NM_001256850 100,00 -

Tabla2. Listado de genes parcialmente cubiertos

Gen NM 10x % Exdn(es) con cobertura < 100%*

ADAMTS2 NM_014244 96,18 1
ASPH NM_004318 98,55 10
CTF NM_001330 85,31 3

DMD NM_004006 99,59 64, 65
EHMTI NM_024757 99,46 1
EIF2AK4 NM_001013703 98,36 5
EVC NM_153717 94,16 1
FOXC1 NM_001453 98,92 1
GATA6 NM_005257 97,2 2

GUSB NM_000181 96,73 9,10
INSR NM_000208 99,28 1
KMT2D NM_003482 99,69 39

MED12 NM_005120 97,32 42,43

NF1 NM_000267 97,97 16,17, 23, 24, 35

NOTCH3 NM_000435 99,47 1
NPC1L1 NM_013389 98,01 15
OBSCN NM_052843 99,93 62
PHKA1 NM_002637 99,89 5
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PKP2 NM_004572 97,09 6
PTFIA NM_178161 99,59 1
RYR1 NM_000540 99,13 91
SCN1B NM_199037 98,51 1
SKI NM_003036 99,86 1
TBX1 NM_080647 85,42 3,9
TGFBR1 NM_004612 97,49 1
TRDN NM_006073 98,9 28
TSFM NM_001172696 93,95 5
UPF3B NM_080632 99,17 2

*Debido a las limitaciones intrinsecas actuales de la tecnologia de secuenciacion masiva, algunos exones de los genes
analizados pueden no ser suficientemente cubiertos. Si el facultativo especialista lo considera oportuno, es posible
secuenciar aquellos exones con cobertura por debajo del 100% mediante el método de Sanger u otra técnica molecular
alternativa.

NOTA IMPORTANTE

La informacion contenida en este informe estd basada en el conocimiento cientifico actual y los resultados obtenidos a
partir de la aplicacién de la tecnologia en este informe detallada. Debido a los avances continuos, la informacién
documentada puede verse modificada en un futuro ante la aparicion de nueva evidencia cientifica.

Los estudios genéticos/gendmicos efectuados por Reference Laboratory S.A. estdn destinados exclusivamente a
profesionales de la salud cualificados para su interpretacion. Los resultados obtenidos no constituyen por si mismos una
consulta médica, diagndstico o tratamiento, ni deben ser asi interpretados. Sélo un profesional especializado puede
interpretar correctamente los resultados y ofrecer un diagndstico o prescribir un tratamiento a un paciente basandose
en éstos. En consecuencia, ninguna informacidon obtenida con nuestros estudios puede ser utilizada para sustituir el
consejo y diagndstico de un profesional especializado.

Fdo: Cristina Camprubi, PhD Fdo: Irina Royo, MSc
Responsable de Diagndstico y Responsable de Genética
Asesoramiento Genético Molecular
N2 de colegiacion 21841-C Ne de colegiacion 22078-C
Colegio de Bidlogos de Catalufia Colegio de Bidlogos de Cataluiia

Acreditada por la AEGH

CLAUSULA DE EXENCION DE RESPONSABILIDAD: Reference Laboratory S.A. no se hace responsable del uso que haga el contratante de los resultados
obtenidos mediante sus estudios, asi como tampoco de las eventuales consecuencias perjudiciales derivadas de este uso, haciendo expresa reserva de
ejercer las acciones legales oportunas en el supuesto de un uso indebido de los mismos.

El contratante de los estudios referidos anteriormente efectuados por Reference Laboratory S.A. no podra modificar, reducir, ampliar o, en modo
alguno, alterar el contenido del presente informe. Por lo tanto, el contratante exonera irrevocablemente a Reference Laboratory S.A. de cualquier
responsabilidad o eventual consecuencia perjudicial derivada, directa o indirectamente, del incumplimiento de la presente obligacion.

Facultativo responsable técnico especialista Analisis clinicos: Jaime Torrents Pont. Los resultados se refieren a las muestras recibidas y analizadas. Este informe no podra reproducirse parcialmente sin autorizacion.
Este documento se dirige a su destinatario y contiene informacién confidencial. Queda notificado que la utilizacién, divulgacién y/o copia sin autorizacién esta prohibida en virtud de la legislacién vigente. Reference
Laboratory dispone de las certificaciones de su Sistema de Calidad segun UNE-EN ISO 9001(ER-1087/1998) y de su sistema de Gestion Ambiental segiin UNE-EN I1SO 14001 (GA-2001/0146) expedida por Aenor
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