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N2 Peticién: 000

Cliente: -

Cédigo anadlisis: 17035

Nombre paciente: XXX

Fecha nacimiento: No consta Ref. Paciente: XXX

Sexo: Masculino Tipo muestra: Sangre EDTA
Fecha recepcién: DD/MM/AAAA Fecha resultado: DD/MM/AAAA

Informacidn clinica facilitada: Paciente con historia personal de ampollas con predominio de friccidon con traumatismo
minimo. En el momento de la exploracion no se observa ampollas, cicatrices ni quistes de millium. Presenta discromia
residual. No alteraciones odontolégicas. AF: ascendientes sanos; 2 hermanos afectos en edad infantil; 2 hijos y 5 nietos
sin afectacion.

RESULTADO E INTERPRETACION

Se ha identificado la presencia en heterocigosis de una variante patogénica en el gen COL7A1 asociada a la
Epidermolisis bullosa.

Adicionalmente, se ha identificado la presencia en heterocigosis de tres variantes de significado clinico incierto
(VSI). (Ver Recomendaciones)

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

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

NM_000094.3: c.6527du dmi i
COL7A1 _ p Heterocigosis Autosor}"nc.a domm:?mte Patogénica
p.(Gly2177Trpfs*113) Autosoémica recesiva
NM_000094.3: c.6341G>A Smi i
COL7A1 - Heterocigosis Autosor}"uc.a domlngnte VSI
p.(Gly2114Asp) Autosdémica recesiva
NM_000094.3: c.4782+9A>T Smi i
COL7A1 - Heterocigosis AutosorTnc.a domln:?mte VSI
p.? Autosomica recesiva
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NM_000210.3: ¢.3001G>A o - )
ITGA6 Heterocigosis Autosémica recesiva VSI
NP_000201: p.(Val1001Met)

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

La variante €.6527dup p.(Gly2177Trpfs*113) identificada en el gen COL7A1 es una duplicacion de 1 nucledtido que
provoca un cambio del tipo frameshift que predice la substitucion de un aminoacido Glicina por Triptéfano en la
posicion 2177 de la proteina y debido al desplazamiento de la pauta de lectura provoca un codén de parada prematuro
113 aminoacidos después. Se encuentra descrita en las bases de datos HGMD (CI972584) y ClinVar (ID: 372345) como
variante patogénica asociada a Epidermolisis bullosa distréfica. La variante aparece anotada en la base de datos dbSNP
(rs768128088) y en la base de datos de frecuencia poblacional gnomAD (0,0068%). En la bibliografia cientifica ha sido
reportada en afectos de epidermolisis bullosa distréfica recesiva, en homocigosis y heterocigosis compuesta con otra
variante patogénica. Ademas, en estudios para futuras terapias se muestra que esta variante causa una deficiencia de
expresién de la proteina. (PMID: 20920254, 23947675, 24577406, 27498345, 29272047).

Basandonos en estos datos la variante se clasifica como Variante Patogénica.

La variante €.6341G>A p.(Gly2114Asp) identificada en el gen COL7A1 es un cambio tipo missense que predice la
substitucién de un aminoacido Glicina por Acido aspértico en la posicion 2114 de la proteina, afectando a un dominio
funcional. No se encuentra descrita en las bases de datos clinicas ni poblacionales ni en la bibliografia cientifica
consultada. Los predictores bioinformaticos (Mutation Taster y Polyphen-2) estiman que el cambio tendria un efecto
patogénico, sin embargo el predictor SIFT estima que el cambio tendria un efecto tolerado.

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

La variante ¢.4782+9A>T p.? identificada en el gen COL7A1 es un cambio situado en la posicion +9 del sitio donador de
splicing. Se encuentra descrita en la base de datos clinica ClinVar (ID:345844) como variante de significado clinico
incierto. La variante aparece anotada en la base de datos dbSNP (rs369635501) y en la base de datos de frecuencia
poblacional gnomAD (0,0088%). Los predictores bioinformaticos de splicing (NNSPLICE y MaxEnt) estiman que el
cambio tendria un efecto tolerado. No se encuentra descrita en la bibliografia cientifica consultada

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

El gen COL7A1 (OMIM: 120120) estd asociado a epidermolisis bullosa distréfica dominante (OMIM: 131750), a
epidermolisis bullosa distréfica recesiva (OMIM: 226600) y a otros tipos de epidermolisis bullosa con patréon de herencia
dominante y recesiva.

La variante ¢.3001G>A p.(VallO01Met) identificada en el gen ITGA6 es un cambio tipo missense que predice la
substitucion de un aminoacido Valina por Metionina en la posicién 1001 de la proteina. No se encuentra descrita en las
bases de datos clinicas ni en la bibliografia cientifica consultada. La variante aparece anotada en la base de datos dbSNP
(rs567133568) y en la base de datos de frecuencia poblacional gnomAD (0,088%). Los predictores bioinformaticos (SIFT,
Mutation Taster y Polyphen-2) estiman que el cambio tendria un efecto patogénico.

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

El gen ITGA6 (OMIM:147556) estd asociada a la epidermolisis bullosa juntural con atresia pildrica (OMIM:226730),
entidad con patron de herencia autosémico recesivo.

Dado el tipo de herencia autosomica recesiva de la enfermedad, son necesarias dos variantes patogénicas en
configuracion trans (una en cada alelo) para obtener una confirmacién diagndstica. Independientemente de la
clasificacion, la identificaciéon de una Unica variante no podria explicar por si sola la enfermedad estudiada. Por
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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.

RECOMENDACIONES

El gen COL7A1 puede tener un patrén de herencia autosémico dominante o autosémico recesivo. Ante el hallazgo de
una variante patogénica en heterocigosis, se recomienda establecer la segregacion de la variante patogénica y de las dos
variantes de significado clinico incierto identificadas en el gen COL7A1 en familiares de primer grado afectos y no
afectos. Este estudio de segregacién permitiria estudiar la posible patogenidad de las diferentes variantes de significado
clinico incierto junto al patron de herencia. La causalidad de las variantes deben ser interpretadas conjuntamente con la
clinica del paciente y en funcién de su arbol familiar por un especialista.

El asesoramiento genético debe ser facilitado por el especialista que atiende al paciente. Si el facultativo necesita
informacion  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 versién 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 Mutation Taster, 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 117,3x siendo > 20x en el 98,4% de las regiones analizadas.
Las variantes INDEL reportadas son confirmadas mediante secuenciacidn 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.
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Anexo 1. Listado de genes estudiados

AAGAB, ABCA12, ABCB6, ABCC9, ABHD5, ACD, ACTA2, ACVRL1, ADAM10, ADAM17, ADAR, AGPAT2, ALDH18A1, ALDH3A2, ALOX12B, ALOXE3, ANTXR1,
AP1S1, AP3B1, APCDD1, AQPS, ARSE, ATP2A2, ATP2C1, ATPGVOA2, ATP7A, ATR, AXIN2, BAGALT7, BANF1, BLM, BLOC1S3, BLOCIS6, BRAF. BSCL2,
C100RF11, C1R, C1S, CARD14, CAST, CAV1, CAVINI, CBL, CCBE1, CCM2, CDH3, CDSN, CECR1, CERS3, CLDN1, COL17A1, COL3A1, COL7A1, CSTA, CTCI,
CTSC, CYP4F22, DCLREIC, DDB2, DKC1, DLX3, DSC2, DSC3, DSG1, DSG4, DSP. DST, DTNBP1, DYNC2LI1, EBP. EDA, EDA2R, EDAR, EDARADD, EDN3,
EDNRB, ELOVL4, ENG, ENPP1, EPG5, ERCCI, ERCC2, ERCC3, ERCC4, ERCCS5, ERCC6, ERCCS, EVC, EVC2, EXPH5, FAT4, FBN1, FERMTI, FGF10, FGFR2,
FGFR3, FLG, FLT4, FOXC2, GATA2, GDF2, GJA1, GIB2, GJB3, GJB4, GJB6, GIC2, GPR143, GRHL2, GTF2E2, GTF2H5, GUCY1A3, HOXC13, HPS1, HPS3,
HPS4, HPS5, HPS6, HR, IFT122, IFT43, IFT52, IKBKG, ITGA3, ITGA6, ITGB4, JAGI, JUP, KANK2, KCNJ6, KCTD1, KIF11, KIT, KITLG, KRIT1, KRT1, KRTIO,
KRT14, KRT16, KRT17, KRT2, KRT5, KRT6A, KRT6B, KRT6C, KRT74, KRTS1, KRT83, KRTS5, KRT86, KRT9, LAMA3, LAMB3, LAMC2, LIPH, LIPN, LMNA, LOR,
LPARS, LRP6, LTBP3, LYST, LZTR1, MAP2K1, MBTPS2, MCIR, MITE MLPH, MPLKIE MSX1, MVK, MYO5A, NF1, NF2, NFKBIA, NHP2, NIPAL4, NOPIO,
NSDHL, OCA2, OFD1, PARN, PAX3, PAX9, PDCD10, PEX7, PHYH, PIEZO1, PIK3R1, PKP1, PLEC, PLIN1, PNPLAI, PNPLA2, POCIA, POFUT1, POGLUTI,
POLDI, POLH, POMP, PORCN, PPARG, PSENEN, PSMBS, PTDSS1, PTEN, PTPN11, PVRLI, PVRL4, PYCR1, RAB27A, RAF1, RAG1, RAG2, RASA1, RECQLA,
RHBDF2, RIN2, RNF213, RTEL1, SAMHD1, SERPINB7, SHOC2, SLC24A5, SLC27A4, SLC29A3, SLCA5A2, SLURPI, SMAD4, SMARCADI, SMARCBI, SNAP29,
SNRPE, SOX10, SOX18, SPINKS, SPRED1, ST14, ST3GALS, STK11, STS, SULT2B1, SUMF1, TERC, TERT, TGM1, TGMS5, TINF2, TP63, TRPS1, TRPV3, TWIST2,
TYR, TYRP1, UBR1, USBI, UVSSA, VEGFC, VPS33B, WDR19, WDR35, WNT10A, WNT108, WRAPS53, WRN, XPA, XPC, ZMPSTE24.

Tabla 1. Listado de genes reportados y coberturas

Gen NM 10x % Exdn(es) con cobertura < 100%*
COL7A1 NM_000094 100,00 -
ITGA6 NM_000210 100,00 -

*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 informacion
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 informacién obtenida con nuestros estudios puede ser utilizada para sustituir el
consejo y diagnostico de un profesional especializado.

Fdo: Cristina Camprubi, PhD Fdo: Irina Royo, MSc
Responsable de Diagnéstico 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 Catalufia

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.
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