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PROCEDIMIENTO UDP

[Dirigido a los médicos responsables del paciente]

El procedimiento se inicia con la propuesta del equipo médico de un paciente para su
inclusién de acuerdo con los siguientes criterios:

1. Hallazgos genéticos sin evidencia suficiente de patogenicidad (variantes de
significado incierto, VUS) en genes que tienen un fenotipo MIM (Mendelian
Inheritance in Man, https://omim.org/ ) asociado.

2. Incongruencia entre el fenotipo MIM y el genotipo del paciente: nuevos fenotipos
gue podrian estar asociados al gen.

3. Fenotipo clinico complejo del paciente, con discrepancias o congruencias parciales
respecto del genotipo candidato identificado.

4. Sospecha de la presencia de una segunda enfermedad en el paciente
(comorbilidad).

5. Dificultades en la interpretacion del patron hereditario de una variante del
paciente.

6. Genes sin fenotipo MIM: el paciente presenta una variante patogénica en un gen
no asociado a enfermedad (nuevo gen — gene discovery?).

7. Sospecha clinica de enfermedad recesiva en un paciente con una Unica variante
genética identificada, lo que sugiere la presencia de una segunda variante.

8. La necesidad de la busqueda de diagndstico mediante analisis multiomicos.

A continuacion, si el paciente cumple con los criterios de inclusion, se realizan las
pruebas de gendmica funcional bien in silico, bien in vitro o aplicando ambas
aproximaciones para determinar el impacto biolégico y patolégico de las variantes
genéticas.

Los métodos incluyen analisis genéticos, moleculares y celulares, como son técnicas de
PCR cuantitativa, clonacién y expresion génica, secuenciacion de DNA o cDNA,
localizacién subcelular de proteinas, interaccidon entre proteinas, andlisis de imagen
celular mediante microscopia confocal, etc.

Se han definido cuatro tipos de peticion asociadas a las diferentes pruebas funcionales:

e SILICO: estudio in-silico de la variacion genética:
o Predecir el impacto de la variante candidata en el DNA, RNA y/o proteina.
o ldentificar la variante causal mediante el analisis de datos dmicos.


https://omim.org/
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e DTDNA: validacidn experimental de las predicciones in silico utilizando DNA del
paciente (sangre periférica u otros tejidos).
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e DTRNA: validacion experimental de las predicciones in silico utilizando RNA del
paciente (sangre periférica u otros tejidos).

e DTFIBR: validacidon experimental de las prediciones in silico en fibroblastos del

paciente.
Indladén
Py mm

W Mtluslndino de datosdel
exhaustivo delimpacto E bl), de f
de |a variante. . Losmmdelmdmdeloaﬁn G dy CSVs),ded {

o Laestr P ia dariay ter de Uniprot), de asociacionss clinicas (como
I8 proteina codificads. Franklhm Clinvar),

2 Andlisisde lavariante con predictores de . ificos: como
patogenicidad, Pymol ﬂmr SplaAl, eu:

3.Data mining en dife b dedatosdel de lalie
gen y de la variante; de mecanismos PubMed).
& 6gico, de pos bk 2 ]
variantesen el mismogen.

* Andlisisgenético con Se realizaun DTONA en tres supuestos: * PCR. * DNA polimerasas, nuciectidos.
busquedadevariantes  * identificacion de variantes “Deep intronic"tras e Cli n de fr gend de * Oligocebadores especificos.
¥ 5U segregacion hallazgo de pseudoexonen RNAseq. CDNA. * Vectores de clonaciony
parental. * Identificacion de |a fase de variantes, enciso o Secuenciacion de DNAC cONA. enzimas|igasas.

trons. * Estudiode |a actividad del gen: ensayo de * Kitdeactividad luciferasa.
* Expresionde variantes genéticasen regiones lucerasa.
fsdoracdats daddel gen.

o Varisntequeafecteel o Estudiocualitativoy/o cusntitativode la . ExtracciénRNA. * TubosTempus.
splicing (stio expresion génica, . RT-PCR cualitativa. * Kitdeextraccion de RNA
consensus, sitio criptico . RT-qPCR (Quant Studio 6 Flexi) (puede = Retrotranscriptasas.
ovariante sindnima). Incluir cuantificacidn especificade * Polimerasasy nucledtidos

DTRNA alelo). * Oligocebadores especificos.
® Variante gendmicale;., . PCRDigital « Agentesintercalantes.
microdelecién). . Secuenciacion de cDNA.

e Variantemissenseque o Determinar el impacto de lavariante sobre el * Cultivode fibroblastos: basaly tras * Anticuerposespedificos.
cambian el aminoacido productogénico (RNA, proteinas) tratamientos. * Reactivosgeneralesde biologa
en laproteina. o Definir el fenotipo celular. * ExtraccionRNA, RT-PCR, RT-qPCR. celular(ef., mediosde cultivo).

* Secuenciacion de cONA. * Material plisticode cultivo,

o Variante que genere * Extraccionproteinas: Westernbiot, * Reactivosbioclogia molecular

DTFIBR proteinas de menor Inmunotincion (microscopio confocal. (véase arriba: OTONAY
tamafio. * Estudiode interacciones: PLA/co-IP. DTRNA).
* Técnicasfisolog peci ], respiracion
mitocondrial-Seahorse).

Al final se emite un informe bioldgico y la toma de decisiones conjunta con el equipo
médico.



