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DESCRIPCION
Procedimiento de deteccion de colapso canino inducido por el ejercicio

Antecedentes de lainvencién

Las enfermedades del sistema nervioso son responsables de una proporcion significativa de los problemas
sanitarios humanos. Se han documentado mutaciones genéticas de varias formas importantes de enfermedad
neuroldgica, incluyendo epilepsias y neuropatias. Debido al nexo humano-animal, los animales de compafiia tienen
una vigilancia sanitaria solo aventajada por la humana, haciendo de los animales de compairiia, y de los perros en
particular, modelos ideales para muchas afecciones sanitarias. Los modelos caninos han ayudado a definir la base
molecular y el tratamiento de una serie de enfermedades neuroldgicas incluyendo narcolepsia, enfermedad de
Lafora y enfermedad de almacenamiento lisosomico. Aunque la fisiologia de los neurotransmisores y sus receptores
respectivos se ha detallado extensamente durante décadas, la biologia de las vesiculas sinapticas
neurotransmisoras y las proteinas asociadas estd solo empezando a elucidarse. La dinamina 1 (DNM1) es
importante de forma critica para el reciclado de vesiculas sinapticas durante la estimulacion neurolégica a alto nivel.

Los cobradores de labrador (Labrador Retriever) son la raza de perro mas comun del mundo, con mas de 123.760
nuevos registros en EE.UU. solo en 2006. Durante los Gltimos 100 afios, con la aparicion de los clubes cinolégicos,
las exposiciones caninas y los estandares de crianza canina muy especificos, la endogamia en razas de perro ha
aumentado drasticamente. Se han documentado més de 370 enfermedades mendelianas en perros, con mas de un
70% de ellas recesivas autosdmicas y un 46% especificas de raza. La alta especificidad de raza es debida lo méas
probablemente a las mutaciones recesivas nocivas que se propagan y concentran por el efecto fundador o por criar
repetidamente sementales populares.

El colapso inducido por el ejercicio (CIE) es un sindrome recién caracterizado en perros. La afeccion se ha descrito
mejor en cobradores de labrador, pero es conocido que perros de una serie de otras razas tienen una afeccion
similar. Los perros que se considera que padecen CIE empiezan a desarrollar signos de un episodio habitualmente
5-15 minutos después del inicio de un ejercicio vigoroso “de alta excitacion” tal como cobrar mufiecos de
entrenamiento o péjaros. Al inicio del episodio de CIE, el perro empieza a perder coordinacion y desarrolla un paso
“tambaleante” que pronto evoluciona a la pérdida del control de las patas traseras. A veces, el episodio afecta a todo
el cuerpo, siendo el perro incapaz de moverse. El episodio de colapso dura habitualmente 5-10 minutos, y después
de 30 minutos el perro se habra recuperado casi completamente. El CIE afecta a perros que parecen estar
tipicamente en excelente condicion fisica y que habitualmente tienen muy buen tono muscular, lo que es diferente de
muchas otras causas de intolerancia al ejercicio.

A partir del articulo de Internet "EXERCISE INDUCED COLLAPSE IN LABRADOR RETRIEVERS" de Susan M.
Taylor (01-03-2008, XP-002544723) recuperado de
http://www.thelabradorclub.com/uploads/file/Exercise%20Induce%20Collapse.pdf, es conocido que el CIE esta
causado por una mutacién recesiva autosdmica que podria detectarse para determinar la predisposicion al CIE. Sin
embargo, el articulo no proporciona ningln detalle de dénde esta localizada la mutacién o de cémo puede
detectarse en la practica.

Sumario de lainvencién

La presente invencion caracteriza ensayos para determinar su un perro tiene o es susceptible de desarrollar colapso
inducido por el ejercicio (CIE). En una realizacion, el procedimiento comprende determinar si esta presente un alelo
asociado con la enfermedad en un acido nucleico del sujeto. En ciertas realizaciones, el alelo es de dinamina 1
(G767T) en la SEQ-ID-No. 1. La deteccién del alelo de dinamina 1 (G767T) es indicativa de que el perro tiene o esta
predispuesto al desarrollo de CIE.

Los alelos apropiados pueden detectarse mediante cualquiera de una variedad de medios, incluyendo: 1) efectuar
una reaccion de hibridacion entre la muestra de acido nucleico y una sonda o sondas que sean capaces de
hibridacion con el alelo; 2) secuenciar al menos una porcion del alelo; o 3) determinar la movilidad electroforética del
alelo o un componente del mismo. En una realizacion, el alelo se somete a una etapa de amplificacion antes o junto
con la practica de la etapa de deteccion. En ciertas realizaciones, las etapas de amplificacion son reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), reaccién en cadena de la ligasa (LCR), amplificacién por desplazamiento de hebra
(SDA), clonacién y variaciones de las anteriores (por ejemplo, PCR-FI y amplificaciéon especifica de alelo). En una
realizacion, la muestra se hibrida con un conjunto de cebadores que hibridan en 5 y 3' con una secuencia
codificante o anticodificante de un alelo y se somete a amplificacion por PCR.

En una realizacion, la etapa de deteccion es una hibridacion especifica de alelo seguida de una extension especifica
de cebador. En una realizacién, antes o junto con la deteccion, se somete la muestra de acido nucleico a una etapa
de amplificacion. En una realizacion, el andlisis de tamafio es precedido por una digestion con enzima de restriccion.
En una realizacion, se amplifica dinamina 1 o una porcién de la misma. En una realizacién, se inmoviliza al menos
una sonda oligonucleotidica sobre una superficie sélida.


http://www.thelabradorclub.com/uploads/file/Exercise%20Induce%20Collapse.pdf�
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En otro aspecto, la invencion caracteriza kits para efectuar los ensayos anteriormente descritos. El kit puede incluir
la recogida de muestras de ADN y un medio para determinar un alelo que es indicativo de CIE en un perro. En una
realizacion, el kit contiene un primer oligonucleétido cebador que hibrida en 5’ 0 3’ con un alelo de dinamina 1
(G767T) en la SEQ-ID-No. 1. En una realizacion, el kit comprende adicionalmente un segundo oligonucleotido
cebador que hibrida en 3' 0 5’ respectivamente con el alelo, de modo que el alelo puede amplificarse mediante
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). En una realizacion, el primer cebador y el segundo cebador hibridan
con una region en el intervalo de aproximadamente 50 a aproximadamente 1000 pares de bases. En una
realizacion, el kit comprende adicionalmente un medio de deteccién. En ciertas realizaciones, el medio de deteccion
es mediante a) hibridacion especifica de alelo; b) andlisis de tamafio; c) secuenciacion; d) hibridacién; e) digestion
con nucleasa 5’; f) polimorfismo de conformacién monocatenaria; g) extension especifica de cebador y/o h) ensayo
de ligamiento de oligonuclettidos. En ciertas realizaciones, el kit comprende adicionalmente un medio de
amplificacion.

La informacién obtenida usando los ensayos y kits descritos en la presente memoria es Util para determinar si un
perro tiene o es susceptible de desarrollar CIE. Ademas, la informacion permite la personalizacion de la terapia
segun el perfil genético del perro.

La presente invencién proporciona un procedimiento para la deteccién de la presencia de un biomarcador asociado
con colapso canino inducido por el ejercicio (CIE). En una realizacion de la invencion, el procedimiento implica
obtener una muestra fisiolégica de un perro, en el que la muestra comprende &cido nucleico, y determinar la
presencia del biomarcador. Como se usa en la presente memoria, la frase “muestra fisiolégica” pretende designar
una muestra biolégica obtenida de un mamifero que contiene &acido nucleico. Por ejemplo, una muestra fisiolégica
puede ser una muestra recogida de un perro individual tal como incluyendo, pero sin limitacion, por ejemplo una
muestra celular tal como una célula sanguinea, por ejemplo un linfocito o una célula de sangre periférica; una
muestra de tejido tal como una muestra de mucosa (por ejemplo, frotis bucal) o tejido muscular, por ejemplo,
musculo esquelético; una muestra de 6rgano, por ejemplo higado o piel; una muestra de cabello, por ejemplo una
muestra de cabello con raices; y/o una muestra de fluido tal como sangre.

Los ejemplos de razas de perros afectados incluyen, pero sin limitacion, cobradores de labrador, cobradores de la
bahia de Chesapeake (Chesapeake Bay Retriever), cobradores de pelo rizado (Curly-Coated Retriever), pastores
escoceses (Border Collies), u otras razas relacionadas o no relacionadas. El procedimiento de la presente invencién
incluye también perros de razas cruzadas o mixtas.

La presente invencion proporciona ademas un procedimiento para determinar si un perro tiene o esté predispuesto a
desarrollar colapso inducido por el ejercicio (CIE) que implica (a) transportar una muestra biolégica desde un perro
sospechoso de tener o de estar predispuesto a desarrollar CIE hasta un laboratorio de diagnéstico, (b) detectar en
una muestra de acido nucleico del perro un alelo asociado al CIE en la SEQ-ID-No. 1, siendo la deteccion del alelo
de dinamina 1 (G767T) indicativa de que el perro tiene o esta predispuesto al desarrollo de CIE, y (c) proporcionar
resultados respecto a si el perro tiene un alelo asociado al CIE.

El término “biomarcador” se define generalmente en la presente memoria como un indicador biolégico, tal como un
rasgo molecular particular que puede afectar o estar relacionado con el diagnéstico o prediccion de la salud de un
individuo. Por ejemplo, en ciertas realizaciones de la presente invencion, el biomarcador comprende un gen DNM1
canino mutante, tal como un alelo polimorfico de DNM1 que tiene un nucleétido de timina (T) en posicién 767 de la
SEQ ID NO:1, un nucleétido de citosina (C) o T en posiciéon 603, un nucleétido C o T en posicién 633, un nucledtido
de adenina (A) o guanina (G) en posicién 1827 y/o un nucleétido C o T en posicion 759. El gen DNM1 que tiene una
T en posicion 767 codifica una proteina que tiene una sustitucion de R (arginina) por L (leucina) en el residuo
aminoacidico 256.

“Sonda oligonucleotidica” puede designar un segmento de acido nucleico, tal como un cebador, que es (til para
amplificar una secuencia del gen DNM1 que es complementaria de, y que hibrida especificamente con, una
secuencia particular de DNM1, o con una region de acido nucleico que flanquea a DNM1.

Como se usa en la presente memoria, el término “acido nucleico” y “polinucledtido” designa desoxirribonucleétidos o
ribonucledtidos y polimeros de los mismos en forma mono- o bicatenaria, compuestos por monémeros (nucleétidos)
gue contienen un azucar, fosfato y una base que es una purina o una pirimidina. A menos que se limite
especificamente, el término comprende acidos nucleicos que contienen anélogos conocidos de nucleotidos naturales
gue tienen propiedades de unidn similares al acido nucleico de referencia y que se metabolizan de manera similar a
los nucledtidos de origen natural. A menos que se indique otra cosa, una secuencia de acido nucleico particular
comprende también implicitamente las variantes modificadas conservativamente del mismo (por ejemplo,
sustituciones de codén degenerado) y secuencias complementarias, asi como la secuencia indicada explicitamente.
Especificamente, las sustituciones de codon degenerado pueden conseguirse generando secuencias en que la
tercera posicion de uno o mas de los codones seleccionados (o todos) esté sustituida por residuos de base mixta y/o
desoxiinosina.

Un “fragmento de &cido nucleico” es una porciébn de una molécula de &cido nucleico dado. El &cido
desoxirribonucleico (ADN) es el material genético de la mayoria de organismos, mientras que el acido ribonucleico
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(ARN) estd implicado en la transferencia de la informacién contenida en el ADN hasta proteinas. El término
“secuencia nucleotidica” designa un polimero de ADN o ARN que puede ser mono- o bicatenario, que contiene
opcionalmente bases nucleotidicas sintéticas, no naturales o alteradas capaces de incorporacion a polimeros de
ADN o ARN.

Los términos “acido nucleico”, “molécula de acido nucleico”, “fragmento de acido nucleico”, “secuencia o segmento
de acido nucleico” o “polinucleétido” pueden usarse también intercambiablemente con gen, ADNc, ADN y ARN
codificado por un gen, por ejemplo, ADN gendémico, e incluso secuencias de ADN sintético. El término incluye
también secuencias que incluyen cualquiera de los analogos de base conocidos de ADN y ARN.

En una realizacion de la presente invencion, el procedimiento implica también poner en contacto la muestra con al
menos una sonda oligonucleotidica para formar un acido nucleico hibridado y amplificar el acido nucleico hibridado.
La "amplificacion” utiliza procedimientos tales como la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), amplificacién por
ligamiento (o reaccion en cadena de la ligasa, LCR), amplificacién por desplazamiento de hebra, amplificacion
basada en la secuencia de &cido nucleico y procedimientos de amplificacion basados en el uso de replicasa Q-beta.
Estos procedimientos son bien conocidos y ampliamente practicados en la materia. Los reactivos y aparatos para
realizar la PCR estan comercialmente disponibles. Por ejemplo, en ciertas realizaciones de la presente invencion, el
gen DNM1, o una porcion del mismo, puede amplificarse por PCR. En otra realizacion de la presente invencion, se
inmoviliza al menos una sonda oligonucleotidica sobre una superficie sélida.

Los procedimientos de la presente invencion pueden usarse para detectar la presencia de un biomarcador asociado
con colapso canino inducido por el ejercicio (CIE) en un perro tal como un cachorro, uno de un par de crianza de
perros o cualquier perro en cualquier etapa de la vida.

Se proporciona ademas por la presente invencion un procedimiento para diagnosticar colapso inducido por el
ejercicio (CIE) en un perro, implicando el procedimiento obtener una muestra fisiolégica del perro, comprendiendo la
muestra acido nucleico; y detectar la presencia de un biomarcador en la muestra, siendo la presencia del
biomarcador indicativa de la enfermedad. Una realizacion del procedimiento implica ademas poner en contacto la
muestra con al menos una sonda oligonucleotidica para formar un acido nucleico hibridado y amplificar el &acido
nucleico hibridado. Por ejemplo, en una realizacién se amplifica el gen DNM1 o una porcion del mismo, por ejemplo,
mediante reaccién en cadena de la polimerasa, amplificacién por desplazamiento de hebra, reaccién en cadena de
la ligasa, procedimientos de amplificacion basados en el uso de replicasa Q-beta y/o amplificacién basada en la
secuencia de &cido nucleico. En una realizacion del procedimiento, el biomarcador contiene un gen DNM1 que tiene
una sustitucion de G a T en el nucledtido 767, o un gen que codifica una proteina que tiene una sustituciéon de R a L
en el residuo aminoacidico 256. El procedimiento puede usarse para detectar CIE en un perro.

Se proporciona ademas por la presente invencion un kit que comprende un ensayo de diagnostico para detectar la
presencia de CIE canino en un perro que comprende: material de envasado que contiene, envasado
separadamente, al menos una sonda oligonucleotidica capaz de formar un &cido nucleico hibridado con DNM1 e
instrucciones que dirigen el uso de la sonda segun los procedimientos de la invencion. En ciertas realizaciones, el kit
contiene un segundo oligonucleétido cebador que hibrida en 3' 0 5’ respectivamente con el alelo, de modo que el
alelo puede amplificarse. En ciertas realizaciones, el primer cebador y el segundo cebador hibridan con una region
en el intervalo de entre aproximadamente 50 y aproximadamente 1000 pares de bases. En ciertas realizaciones, el
kit contiene adicionalmente un medio de deteccion. En ciertas realizaciones, el kit incluye adicionalmente un medio
de amplificacion.

Otros rasgos y ventajas de la invencidn resultaran evidentes a partir de la siguiente descripcién detallada y las
reivindicaciones.

Breve descripcién de los dibujos

Figura 1. Esta secuencia de ADN codificante de la forma larga de DNM1 canino contiene 2595 bases (SEQ ID
NO:1). La proteina dinamina 1 predicha a partir de esta secuencia de ADN contiene 864 aminoacidos y tiene un
peso molecular de 97.383. Se encontraron cuatro polimorfismos de nucleétido Unico (SNP) en la secuencia de ADN
codificante de DNML1 en los dos perros afectados y dos de control secuenciados totalmente (indicados en negrita y
subrayados). Dos SNP del exén 5, C o T (concretamente Y) en la posicidon nucleotidica codificante 603, y Co T
(concretamente Y) en la posicion nucleotidica codificante 633, eran sinénimos en los codones 201 y 211,
respectivamente. Un SNP del exdén 6, C o T (concretamente Y) en la posicién nucleotidica codificante 759, era
sinénimo en el coddn 253. Sin embargo, una sustitucion G por T en el exdn 6 en la posicion nucleotidica codificante
767 daba como resultado la conversién del codén 256 de arginina en leucina (mutacion R256L). Los perros
afectados son homocigoticos del alelo T767, mientras que los perros de control eran heterocig6ticos u homocigéticos
del alelo G767.

Figura 2. Secuencia aminoacidica predicha a partir de la secuencia de ADN codificante de la forma larga de DNM1
de la Figura 1 (SEQ ID NO:2). Los tres primeros SNP eran sinonimos en los codones 201, 211 y 253
respectivamente, ya que no cambiaban la secuencia aminoacidica resultante (indicada en negrita y subrayada). Sin
embargo, el SNP G767T cambiaba el amino&cido en el cod6n 256 de R a L.
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Figura 3. El alineamiento de especies de las secuencias aminoacidicas de dinamina 1 canina de control y humana
en la region de la mutacidon R256L revela una conservacion interespecies e intergénica notable. Esta conservacion
se compartia por los demas miembros de la familia génica de la dinamina (dinamina 2 y dinamina 3). Se obtuvieron
las secuencias a partir de los siguientes numeros de acceso: DNM1 de perro, este estudio; DNM1 humana,
NP_004399.2; DNM2 humana, NP_001005360; DNM3 humana, NP_056384.2; DNM1 de raton, NP_034195.2;
DNM2 de raton, NP _001034609.1; DNM3 de raton, NP_001033708.1; DNM1 bovina, NP_001092839.1; pollo,
XP_001233250.1; Danio rerio, NP_001025299.1; Drosophila, NP_727910.1. Las secuencias subrayadas se
conservan entre especies o familias génicas en ese grupo. La mutacion Arg256Leu asociada con el CIE esta
marcada. La Figura 3 da a conocer las SEQ ID NO 3-5, 126, 127, 6-9, 3, 10-11 y 124-125, respectivamente, por
orden de aparicion.

Figura 4. Andlisis de asociaciéon de SNP de CFA9 con CIE. Se obtuvieron los genotipos de SNP del cromosoma 9
canino. Se efectuaron estadisticas de chi cuadrado que comparan las frecuencias alélicas y genotipicas para 55
perros afectados y 37 de control que comprendian el subconjunto de individuos minimamente relacionados.

Figura 5A. Secuencia de ADN codificante de la forma corta de dinamina 1 canina (DNM1) y polimorfismos (SEQ ID
NO: 12). Se destacan los SNP de CDS identificados en los perros de estudio o entre los perros de estudio y CanFam
2.0. Se subraya y se pone en negrita también el SNP de DNM1 G767T no sindnimo altamente asociado con CIE, y
responsable de la mutacion R256L. Figura 5B. Secuencia aminoacidica de la forma corta de DNM1 canina. Se
destacan los residuos en que se encontraron SNP sindnimos en los CDS. Se subraya y pone en negrita también la
mutacion R256L altamente asociada con CIE (SEQ ID NO:13).

Figura 6. Haplotipos de SNP compartidos de 23 perros afectados (SEQ ID NO:14-35). Se genotiparon los SNP y se
sometieron a PHASE. Se generaron haplotipos en 23 perros afectados como se describe en los Materiales y
Procedimientos. Estos 23 perros satisfacian los criterios de presuntamente afectados, tuvieron 5 0 mas episodios de
colapso y al menos un afio de ningln otro problema médico conocido desde que aparecieron los episodios por
primera vez. El nimero de observaciones de cada haplotipo se indica en la columna mas a la derecha. La region de
conservacion de cada haplotipo respecto al haplotipo mas largo comin se destaca en amarillo. La mutacion G767T
de DNML1 est4 en naranja.

Figuras 7A-7J. Los exones estan en mayusculas, los intrones en mindsculas. Los SNP estan subrayados. Figura
7A. Cebadores de ex6n de DNM1 y secuencia del producto. Exones 1-4. (SEQ ID NOS:36-47). Figura 7B.
Secuencia de exdén de DNM1 predicha y polimorfismos. Exones 1-4. (SEQ ID NOS:48-51). Figura 7C. Cebadores de
exon de DNM1 y secuencia del producto. Exones 5-9. (SEQ ID NOS:52-57). Figura 7D. Secuencia de exon de
DNM1 predicha y polimorfismos. Exones 5-9. (SEQ ID NOS: 58-62). Figura 7E. Cebadores de ex6n de DNM1 y
secuencia del producto. Exones 10-14. (SEQ ID NOS: 63-74). Figure 7F. Secuencia de exén de DNM1 predicha y
polimorfismos. Exones 10-14. (SEQ ID NOS:75-79). Figura 7G. Cebadores de exdn de DNM1 y secuencia del
producto. Exones 15-19. (SEQ ID NOS: 80-94). Figura 7H. Secuencia de exén de DNM1 predicha y polimorfismos.
Exones 15-19. (SEQ ID NOS:95-100). Figura 7I. Cebadores de ex6n de DNM1 y secuencia del producto. Exones
20-22 y exdn 6 para genotipado. (SEQ ID NO:101-115). Figura 7J. Secuencia de exén de DNM1 predicha y
polimorfismos. Exones 20-21 y exdn 6 para genotipado. (SEQ ID NOS:116-119).

Figuras 8A-8C. Analisis de asociacion de SNP, haplotipos y genes de la regiéon de CFA9 ligada genéticamente con
CIE. Se obtuvieron los genotipos de SNP y los haplotipos derivados como se describe en los Materiales y
Procedimientos. Fig. 8A. Se muestran las ID de los SNP abreviadas y las posiciones en Mb en la fila superior. Se
efectuaron estadisticas de chi cuadrado que comparan las frecuencias alélica y genotipica para 56 perros
presuntamente afectados por CIE y 38 no afectados que comprendian el subconjunto de individuos minimamente
relacionados. Se muestra el log negativo del valor de p de los resultados de chi cuadrado. Se destacan los valores
deP<10% (concretamente, -log > 4,00). Fig. 8B. Se indican los genotipos de SNP en el haplotipo de CIE mas largo
y méas comun en la fila superior. Siguen ambos haplotipos de 23 perros con la mayor evidencia de CIE. Se
proporcionan las regiones de conservacion de cada haplotipo respecto al haplotipo mas largo mas comin como
barras horizontales para cada cromosoma individual. Estos perros tuvieron todos 5 0 mas episodios de colapso y al
menos un afio de ningun otro problema médico conocido desde que aparecieron los episodios por primera vez. Se
marcan verticalmente los bloques de 137 kb y 87 kb de homocigosidad minimamente conservados. Los individuos
21-23 tienen una homocigosidad conservada limitada a estos bloques de 137 y 87 kb. Se destaca la mutacién
G767T encontrada posteriormente en el gen DNM1 (SEQ ID NO: 128). Fig. 8C. Posiciones en Mb de CFA9 de los
genes registrados en ENSEMBL en los bloques de 137 kb y 87 kb.

La Figura 9 proporciona una lista de los genes conocidos de la regién en desequilibrio de ligamiento con DNML1. Los
genes conocidos incluyen modificador relacionado con la ubiquitina 1 (URM), transportador de &cido graso 4
(SLC27A4), homologo de coenzima Q4 (COQ4), ARNt pseudouridina sintasa 2 (TRUB2), marco abierto de lectura
119 del cromosoma 9 (COorf119), autoantigeno de Golgi, subfamilia de golgina a, 2 (GOLGA?2), dinamina 1 (DNM1),
proteina de dedo de cinc de interaccion con CDKN1A 1 (CIZ1), proteina hipotética C90rf16 (C90rf16) y lipcalina 2
(LCN2).
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Descripciéon detallada de la invencién

Cribado de genotipos

Los procedimientos tradicionales para el cribado de enfermedades heredables han dependido de la identificacion de
productos génicos anormales (por ejemplo, anemia de células falciformes) o de un fenotipo anormal (por ejemplo,
retardo mental). Con el desarrollo de la metodologia de cribado genético sencilla y econémica, es ahora posible
identificar polimorfismos que indican la tendencia a desarrollar la enfermedad, incluso cuando la enfermedad es de
origen poligénico.

El cribado genético (también llamado genotipado o cribado molecular) puede definirse ampliamente como ensayos
para determinar si un paciente tiene mutaciones (o alelos o polimorfismos) que causen un estado patoldgico o estén
“ligadas” con la mutacién que causa un estado patolégico. Ligamiento designa el fendmeno de que las secuencias
de ADN que estan cercanas entre si en el genoma tienen la tendencia a heredarse conjuntamente. Dos secuencias
pueden estar ligadas debido a alguna ventaja selectiva de la herencia conjunta. Sin embargo, més tipicamente, dos
secuencias polimorficas se heredan conjuntamente debido a la infrecuencia relativa con que aparecen eventos de
recombinacion meidtica en la region entre los dos polimorfismos. Los alelos polimérficos heredados conjntamente se
dice que estan en desequilibrio de ligamiento entre si porque, en una poblacion dada, tienden a aparecer
conjuntamente o si no a no aparecer en absoluto en ningin miembro particular de la poblacién. Es mas, cuando se
encuentra que multiples polimorfismos en una regién cromosémica dada estan en desequilibrio de ligamiento entre
si, definen un “haplotipo” genético cuasiestable. En contraposicién, los eventos de recombinacion que aparecen
entre dos loci polimérficos hacen que se separen en cromosomas homologos distintos. Si aparece la recombinacién
meidtica entre dos polimorfismos ligados fisicamente con suficiente frecuencia, los dos polimorfismos pareceran
segregarse independientemente, y se dice que estan en equilibrio de ligamiento.

Aunque la frecuencia de la recombinacion meidtica entre dos marcadores es generalmente proporcional a la
distancia fisica entre ellos en el cromosoma, la aparicion de “puntos calientes”, asi como de regiones de
recombinacion cromosomica reprimida, puede dar como resultado discrepancias entre la distancia fisica y
recombinante entre dos marcadores. Por tanto, en ciertas regiones cromosomicas, multiples loci polimoérficos que
cubren un amplio dominio cromosémico pueden estar en desequilibrio de ligamiento entre si, y definir asi un
haplotipo genético de amplio alcance. Ademas, cuando se encuentra una mutacién causante de enfermedad en o
ligada con este haplotipo, pueden usarse uno o mas alelos polimérficos del haplotipo como indicador de diagndstico
0 pronostico de la probabilidad de desarrollar la enfermedad. Esta asociacion entre polimorfismos por lo demas
benignos y un polimorfismo causante de enfermedad aparece si la mutacién patologica surgié en el pasado reciente,
de modo que no haya transcurrido suficiente tiempo para conseguir el equilibrio mediante eventos de recombinacion.
Por lo tanto, la identificacion de un haplotipo que cubre o esta ligado con un cambio mutacional causante de
enfermedad, sirve como medida predictiva de la probabilidad de que individuo haya heredado la mutacién causante
de enfermedad. Dichos procedimientos de prondstico o diagndéstico pueden utilizarse sin necesitar la identificacion y
aislamiento de la lesion causante de enfermedad real. Esto es significativo, porque la determinacién precisa del
defecto molecular implicado en un proceso patolégico puede ser dificil y laboriosa, especialmente en el caso de
enfermedades multifactoriales.

La correlacion estadistica entre un trastorno y un polimorfismo no indica necesariamente que el polimorfismo cause
directamente el trastorno. En lugar de ello, el polimorfismo correlacionado puede ser una variante alélica benigna
gue esta ligada con (concretamente, en desequilibrio de ligamiento con) una mutacién causante del trastorno que ha
aparecido en el pasado evolutivo reciente, de modo que no haya transcurrido suficiente tiempo para conseguir el
equilibrio mediante eventos de recombinacion en el segmento cromosémico intermedio. Por tanto, con los fines de
los ensayos de diagndstico y prondstico de una enfermedad particular, la detecciéon de un alelo polimoérfico asociado
con esa enfermedad puede utilizarse sin considerar si el polimorfismo esta implicado directamente en la etiologia de
la enfermedad. Ademas, cuando un locus polimérfico benigno dado esta en desequilibrio de ligamiento con un locus
polimérfico aparentemente causante de enfermedad, es probable que aun otros loci polimérficos que estan en
desequilibrio de ligamiento con el locus polimorfico benigno estén también en desequilibrio de ligamiento con el
locus polimérfico causante de enfermedad. Por tanto, estos otros loci polimoérficos seran también de prondstico o
diagnostico de la probabilidad de haber heredado el locus polimérfico causante de enfermedad. Puede orientarse un
haplotipo de amplio alcance (que describe el patrén tipico de herencia conjunta de alelos de un conjunto de
marcadores polimérficos ligados) a fines de diagndstico una vez se ha establecido una asociacion entre una
enfermedad o afeccién particular y el correspondiente haplotipo. Por tanto, la determinacién de la probabilidad de un
individuo de desarrollar una enfermedad o afeccion particular puede hacerse caracterizando uno o mas alelos
polimérficos asociados con la enfermedad (o incluso uno o mas haplotipos asociados con la enfermedad) sin
determinar ni caracterizar necesariamente la variacion genética causante.

Los inventores identificaron los pedigris de varias generaciones de cobradores de labrador afectados por CIE y
efectuaron un cribado gendmico con aproximadamente 500 marcadores de ADN de microsatélite. Se identificé un
locus del gen de CIE en el cromosoma 9 canino basandose en una puntuacién de LOD maxima de 12,2. El analisis
de haplotipo con marcadores de SNP en esta region confirmoé el locus y estreché el intervalo que contenia el gen de
CIE a <250 kb. Se analizaron en cuatro genes candidatos posicionales de esta region (DNM1, PTGES2, AK1 y
SLC2A8) las posibles mutaciones en varios perros de control y afectados por CIE. Se excluyeron los genes
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PTGES2, AK1 y SLC2A8, sin embargo se identifico una mutacion nucleotidica de G a T en la posicién 767 del gen
DNM1 (Figura 1). Esta mutacion causa que el residuo aminoacidico de arginina normal en el codén 256 de la
proteina dinamina 1 se reemplace por un residuo de leucina (Figura 2). Esta mutacién génica de DNM1 de CIE se
designara como G767T en la secuencia nucleotidica codificante, dando como resultado la mutacion aminoacidica
Arg256Leu 0 R256L en la dinamina 1. Los alelos son por tanto G767 y T767 cuando se designa la secuencia de
ADN codificante de DNM1 y Arg256 y Leu256 cuando se designa la secuencia aminoacidica de la dinamina 1, y los
alelos asociados con CIE son los alelos de ADN T767 y de proteina L256.

El alineamiento de las secuencias aminoacidicas de dinamina 1 canina de control y humana completas revela una
notable conservacion interespecies. 860 de los 864 aminoéacidos eran idénticos, y de estas cuatro diferencias, solo
dos (Q por H en el codon 128, y A por T en el codon 511) eran sustituciones no conservativas. El alineamiento de
secuencia aminoacidica del segmento de residuos 241-270 del DNM1 canino entre multiples especies y los otros
dos miembros de la familia del gen de dinamina (DNM2 y DNM3) revela también un alto nivel de conservacion
(Figura 3). Los residuos aminoacidicos 250-263 de DNM1 de vertebrados son idénticos, y los residuos 251-263 de
Drosophila y los residuos 254-259 de C. elegans son idénticos a las secuencias de vertebrados. El DNM1 de
mamifero es también idéntico a las isoformas DNM1 y DNM3 en los residuos aminoacidicos 254-263. Estos datos de
secuencia combinados indicaban que la sustitucion aminoacidica de DNM1 R256L era el mejor candidato a
mutacion de CIE para buscar adicionalmente en una poblacién de muestra mayor.

Se formaron seis categorias diferentes de perros cobradores de labrador sometidos al estudio de colapso
basandose en la informacion médica y de cuestionario disponible. Son los siguientes:

Grupo 1. Presuntamente afectados. Perros con un historial de mas de un episodio de colapso en que las patas
traseras se debilitaron en primer lugar y se volvieron flaccidas. Estos episodios cursaron sin dolor y los perros no
tenian problemas metabdlicos, respiratorios, cardiacos, musculares u ortopédicos detectables basandose en el
examen veterinario y en el ensayo de cribado sanguineo.

Grupo 2. Colapso recurrente. Perros con una descripcion incompleta de los episodios de colapso.
Grupo 3. Episodio de colapso unico. Estos perros satisfacian por lo deméas los criterios de presuntamente afectados.

Grupo 4. Colapso atipico. Perros con episodios recurrentes de colapso, sin embargo la descripcion no coincidia
exactamente con los criterios de clasificacion de presuntamente afectados.

Grupo 5. Colapso alternativo. Perros para los que se identifico otra causa potencial subyacente de colapso.
Grupo 6. Sin colapso. No se observé nunca colapso en estos perros.

La Tabla 2 del ejemplo 1 siguiente presenta la frecuencia de los tres genotipos de DNM1 en cobradores de labrador
gue satisfacian los diferentes criterios de clasificacion. Un 97% de los perros presuntamente afectados y un 88% de
los perros con colapso pero documentacion incompleta eran homocigoéticos del alelo T767. Los perros en que la
probabilidad de padecer verdaderamente CIE era menor (colapso Unico resefiado, colapso atipico u otra causa
potencial identificada) tenian una probabilidad decreciente de ser homocig6ticos del alelo T767 (62%, 43% y 20%,
respectivamente). Casi una docena de perros que colapsaron solo una vez o que tuvieron episodios de colapso que
eran menos tipicos o descritos incompletamente eran heterocigéticos. Un 9% de los perros para los que los duefios
no resefiaron episodios de colapso eran homocigoticos del alelo T767 asociado con CIE, mientras que un 49% eran
heterocigoticos y un 42% eran homocigoticos del alelo G767.

Estaban disponibles para genotipado 35 progenitores de perros homocigéticos de T767. 29 de estos progenitores
eran heterocigéticos y no tuvieron informes de colapso. 6 de estos progenitores eran homocigéticos de T767 ellos
mismos; 4 de ellos tuvieron informes de colapso y los otros 2 pueden no haberse sometido a las condiciones que
causan un colapso. Estos datos, y el hecho de que la mayoria de perros que colapsan son T/T, son indicativos de un
rasgo recesivo autosémico. Sin embargo, que un 9% de los perros que no se resefid que colapsaran fueran también
T/T indica que el rasgo puede no ser completamente penetrante o que los perros genéticamente susceptibles no
colapsan hasta que se exponen a condiciones extremas (ejercicio y excitacion) suficientes para iniciar el colapso.
Que 12 de 89 (13%) de los perros G/T experimentaran alguna forma de colapso (habitualmente atipica o un episodio
Unico) podria indicar una dominancia parcial u otro trastorno que causa el colapso. Por (ltimo, que una serie de
perros que experimentan un colapso tengan un genotipo G/G indica que existen otros fenotipos de colapso
atribuibles a otras causas.

Este polimorfismo de DNM1 G767T es un candidato convincente para mutacion causal de CIE debido a la funcién
critica de la dinamina en la transmisidn sinptica en el sistema nervioso central y a la alta conservacion evolutiva
entre especies. Segun el NCBI, este gen codifica un miembro de la subfamilia de dinamina de proteinas de unién a
GTP. La proteina codificada posee propiedades mecanoquimicas Unicas usadas para tubular y cortar membranas, y
esta implicada en la endocitosis mediada por clatrina y otros procesos de trafico vesicular. Los ratones en que se ha
eliminado génicamente el gen DNM1 no son viables y sus neuronas exhiben una pérdida de actividad tras la
estimulacion repetida. Ademas, se han observado una serie de fenotipos en Drosophila y C. elegans que portan
mutaciones en los genes homologos.
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El ensayo de ADN posibilita a veterinarios, duefios, entrenadores y criadores determinar mas exactamente si un
perro con signos clinicos de CIE tiene la forma heredable y “clasica” de la enfermedad que puede atribuirse
especificamente a esta mutacién del gen DNM1. Todo lo necesario es una muestra de tejido que contenga el ADN
del individuo (tipicamente, frotis bucal o sangre) y una tecnologia de PCR y andlisis de secuencia apropiada para
detectar el cambio nucleotidico Unicode G a T.

Ademas, el ensayo de ADN posibilita a duefios y criadores determinar si puede esperarse que cualquier perro, tanto
si muestra signos de CIE como si no, produzca descendencia con CIE. Un 100% de los cachorros producidos por el
emparejamiento de dos perros T/T serian susceptibles de CIE. Un 50% de los cachorros producidos por el
emparejamiento de un perro T/T con un heterocig6tico serian susceptibles y un 50% serian heterocigéticos. Un 25%
de los cachorros producidos por el emparejamiento de dos heterocigéticos serian susceptibles y un 50% serian
heterocigoticos. Los programas de crianza podrian incorporar esta informacion a la seleccién de progenitores que
podria reducir o evitar la produccion de perros homocigéticos afectados que sean susceptibles de CIE, y reducir
eventualmente e incluso potencialmente eliminar el CIE.

El diagnostico actual de CIE en perros por veterinarios requiere un ensayo de ejercicio de cobro estandarizado, pero
esta basado mas a menudo en signos de colapso resefiados durante el entrenamiento o la competicién en el campo.
Puesto que hay condiciones ambientales y de “excitacion” variables en el campo, y que diferentes perros pueden
colapsar en condiciones ligeramente diferentes, estos no son diagnésticos altamente fiables. Merece la pena
observar que el CIE es una afeccion enteramente diferente de otra enfermedad neuromuscular heredable y
prevalerte en cobradores de labrador conocida como miopatia nuclear central o MNC.

Los inventores estan estudiando la frecuencia de la mutaciéon de DNM1 en cobradores y otras razas (Tabla 3). Estos
perros se obtuvieron de competiciones de prueba de campo en el medio oeste septentrional y procedian de 20
estados diferentes y 3 provincias canadienses. En este momento, se sabe que casi un 5% de todos los cobradores
de labrador que participan en estas pruebas de campo son homocigéticos y un 39% son portadores. Esto refleja un
fuerte efecto fundador de los perros campeones que han sido los padres y abuelos de una gran fraccién de la
poblacién. Sin embargo, no es conocida la incidencia de la mutacion de DNM1 en otras subpoblaciones que
probablemente comprendan la mayoria de todos los cobradores de labrador de los EE.UU. La mutacion de DNM1
esta también presente en extensiones probablemente variables en otras razas de cobradores, incluyendo
cobradores de la bahia de Chesapeake y de pelo rizado, asi como pastores escoceses.

Definiciones

El término “alelo” designa las diferentes variantes de secuencia encontradas en diferentes regiones polimorficas. Las
variantes de secuencia pueden ser cambios de base Unicos o mudltiples, incluyendo sin limitacién inserciones,
deleciones o sustituciones, o pueden ser un nimero variable de repeticiones de secuencia. Por ejemplo, la presente
invencion se refiere, entre otros, al descubrimiento de que un alelo del gen DNM1 esta asociado con CIE en perros.
Un “alelo de DNM1” designa un alelo normal del locus DNM1 asi como un alelo que porta una(s) variacion(es) que
predispone(n) a un perro a desarrollar CIE. La coexistencia de mudltiples alelos en un locus es conocida como
“polimorfismo genético”. Cualquier sitio en que existan multiples alelos como componentes estables de la poblacion
es por definicion “polimorfico”. Un alelo se define como polimdrfico si esta presente a una frecuencia de al menos un
1% de la poblacién. Un “polimorfismo de nucledtido Unico (SNP)” es una variaciéon de la secuencia de ADN que
implica un cambio en un solo nucledtido.

"Actividad biolégica” o “bioactividad” o “actividad” o “funcion bioldgica”, que se usan intercambiablemente, significa
con los fines de la presente memoria una funcion efectora o antigénica que es efectuada directa o indirectamente
por un polipéptido DNM1 (tanto en su conformacién nativa como desnaturalizada) o por cualquier subsecuencia del
mismo. Las actividades bioldgicas incluyen la unién a un péptido diana, por ejemplo un receptor. Puede modularse
una bioactividad de DNM1 afectando directamente a un polipéptido DNM1. Como alternativa, puede modularse una
bioactividad de DNM1 modulando el nivel de polipéptido DNM1, tal como modulando la expresién de un gen DNM1.

Como se usa en la presente memoria, la expresion “fragmento bioactivo de un polipéptido DNM1" designa un
fragmento de un polipéptido DNM1 completo en el que el fragmento imita especificamente o antagoniza la actividad
de un polipéptido DNM1 de tipo silvestre.

La expresion “una actividad aberrante”, como se aplica a una actividad de un polipéptido tal como DNM1, designa
una actividad que difiere de la actividad del polipéptido silvestre o nativo o que difiere de la actividad del polipéptido
en un sujeto sano. Una actividad de un polipéptido puede ser aberrante debido a que sea mas fuerte que la actividad
de su contrapartida nativa. Como alternativa, una actividad puede ser aberrante debido que sea mas débil o esté
ausente respecto a la actividad de su contrapartida nativa. Una actividad aberrante puede ser también un cambio de
actividad. Por ejemplo, un polipéptido aberrante puede interaccionar con un péptido diana diferente. Una célula
puede tener una actividad de DNM1 aberrante debido a la sobreexpresion o subexpresion de un gen del locus
DNMZ1 que codifica un polipéptido del locus DNM1.

Los términos “control” o “muestra de control” designan cualquier muestra apropiada para la técnica de deteccion
empleada. La muestra de control puede contener los productos de la técnica de deteccion alélica empleada o el
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material para ensayar. Ademas, los controles pueden ser controles positivos o negativos. A modo de ejemplo,
cuando la técnica de deteccion alélica es amplificacion por PCR, seguida por fraccionamiento por tamafio, la
muestra de control puede comprender fragmentos de ADN de un tamafio apropiado. Igualmente, cuando la técnica
de deteccion alélica implica la deteccién de una proteina mutada, la muestra de control puede comprender una
muestra de una proteina mutante. Sin embargo, en ciertas realizaciones, la muestra de control comprende el
material para ensayar. Sin embargo, cuando la muestra para ensayar sea ADN gendmico, la muestra de control es
preferiblemente una muestra altamente purificada de ADN genémico.

"Genotipado” designa el analisis del ADN genémico de un individuo (o un acido nucleico correspondiente al mismo)
para identificar una mutacién o polimorfismo que causa o contribuye a una enfermedad particular, directamente o
basandose en la deteccién de una mutacién o polimorfismo (un marcador) que esta en desequilibrio de ligamiento
con el gen causante de o contribuyente a la enfermedad.

El término “haplotipo” como se usa en la presente memoria se pretende que designe un conjunto de alelos que se
heredan conjuntamente como un grupo (estan en desequilibrio de ligamiento) a niveles estadisticamente
significativos (pcor <0,05). Como se usa en la presente memoria, la frase “un haplotipo de DNM1” designa un
haplotipo en los loci DNM1.

“Riesgo aumentado” designa una frecuencia estadisticamente mayor de aparicion de la enfermedad o afeccion en
un individuo que porta un alelo polimdrfico particular en comparacion con la frecuencia de aparicion de la
enfermedad o afeccion en un miembro de una poblacién que no porta el alelo polimérfico particular.

“Desequilibrio de ligamiento” designa la herencia conjunta de dos alelos a frecuencias mayores de lo esperable a
partir de las secuencias separadas de aparicion de cada alelo en una poblaciéon de control dado. La frecuencia
esperada de aparicion de dos alelos que se heredan independientemente es la frecuencia del primer alelo
multiplicada por la frecuencia del segundo alelo. Los alelos que aparecen conjuntamente a frecuencias esperadas se
dice que estan en “desequilibrio de ligamiento”. La causa del desequilibrio de ligamiento a menudo no esta clara.
Puede ser debido a la selecciéon de ciertas combinaciones alélicas o a una mezcla reciente de poblaciones
genéticamente heterogéneas. Ademas, en el caso de marcadores que estan muy estrechamente ligados con un gen
patolégico, se espera la asociacion de un alelo (o grupo de alelos ligados) con el gen patolégico si la mutacion
patolégica aparecié en el pasado reciente, de modo que no haya transcurrido suficiente tiempo para conseguir el
equilibrio mediante eventos de recombinacién en la region cromosémica especifica. Cuando se designan patrones
alélicos que comprenden méas de un alelo, un primer patrén alélico esta en desequilibrio de ligamiento con un
segundo patron alélico si todos los alelos que comprende el primer patron alélico estdn en desequilibrio de
ligamiento con al menos uno de los alelos del segundo patron alélico.

Un “gen mutado” o “mutacion” o “mutacion funcional” designa una forma alélica de un gen que es capaz de alterar el
fenotipo de un sujeto que tiene el gen mutado respecto a un sujeto que no tiene el gen mutado. El fenotipo alterado
causado por una mutacién puede corregirse 0 compensarse por ciertos agentes. Si un sujeto debe ser homocigético
de esta mutacion para tener un fenotipo alterado, se dice que la mutacion es recesiva. Si es suficiente una copia del
gen mutado para alterar el fenotipo del sujeto, se dice que la mutacion es dominante. Si un sujeto tiene una copia del
gen mutado y tiene un fenotipo que es intermedio entre el de un sujeto homocigo6tico y otro heterocig6tico (para ese
gen), se dice que la mutacién es codominante.

La expresion “polimorfismo” designa la coexistencia de mas de una forma de un gen o una porcién (por ejemplo
variacion alélica) del mismo. Una porcién de un gen del que hay al menos dos formas diferentes, concretamente dos
secuencias nucleotidicas diferentes, se designa como una “regiéon polimoérfica de un gen”. Una secuencia genética
especifica en una regién polimérfica de un gen es un alelo. Una regién polimdrfica puede ser un solo nucleétido,
cuya identidad difiere en diferentes alelos. Una regién polimérfica puede ser también de varios nucleétidos de
longitud.

El término “tendencia a la enfermedad”, también “predisposicion” o “susceptibilidad” a la enfermedad o cualquier
frase similar significa que se ha descubierto por la presente que ciertos estan asociados con o son predictivos de la
incidencia de desarrollo de una enfermedad particular en un sujeto (por ejemplo, colapso inducido por el ejercicio).
Los alelos estan por tanto sobrerrepresentados en frecuencia en los individuos con enfermedad en comparacion con
los individuos sanos. Por tanto, estos alelos pueden usarse para predecir la enfermedad incluso en individuos
presintométicos o preafectados.

Como se usa en la presente memoria, el término “hibrida especificamente” o “detecta especificamente” designa la
capacidad de una molécula de acido nucleico de hibridar con al menos aproximadamente 6 nucleétidos consecutivos
de una muestra de acido nucleico.

now

Los términos “proteina”, “péptido” y “polipéptido” se usan intercambiablemente en la presente memoria.

La divulgacion comprende moléculas de acido nucleico aisladas o sustancialmente purificadas. En el contexto de la
presente invencion, una molécula de ADN “aislada” o “purificada” es una molécula de ADN que, por intervencion
humana, existe apartada de su entorno nativo y por lo tanto no es un producto de la naturaleza. Una molécula de
ADN aislada puede existir en forma purificada o puede existir en un entorno no nativo. Por ejemplo, una molécula de
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acido nucleico “aislada” o “purificada”, o porcién de la misma, esta sustancialmente exenta de otro material celular o
medio de cultivo cuando se produce por técnicas recombinantes, o sustancialmente exenta de precursores quimicos
u otros productos quimicos cuando se sintetiza quimicamente. En una realizacién, un acido nucleico “aislado” esta
exento de secuencias que flanquean naturalmente el acido nucleico (concretamente, secuencias localizadas en los
extremo 5’ y 3' del acido nucleico) en el ADN gendmico del organismo del que deriva el acido nucleico. Por ejemplo,
en diversas realizaciones, la molécula de acido nucleico aislada puede contener menos de aproximadamente 5 kb, 4
kb, 3 kb, 2 kb, 1 kb, 0,5 kb 0 0,1 kb de secuencias nucleotidicas que flanquean naturalmente la molécula de acido
nucleico en ADN gendmico de la célula de la que deriva el &cido nucleico. Estdn también comprendidos por la
presente invencién los fragmentos y variantes de las secuencias nucleotidicas dadas a conocer y las proteinas o
proteinas parciales codificadas por las mismas.

Se entiende por “fragmento” o “porcion” de una secuencia la longitud completa 0 menos que completa de la
secuencia nucleotidica codificante, o de la secuencia aminoacidica de un polipéptido o proteina. En lo referente a
una molécula de &cido nucleico, secuencia o segmento de la invencion cuando esta ligado con otras secuencias
para expresion, “porcidon” o “fragmento” significa una secuencia que tiene, por ejemplo, al menos 80 nucleétidos, al
menos 150 nucledtidos o al menos 400 nucledtidos. Si no se emplea para expresion, una “porcion” o “fragmento”
significa, por ejemplo, al menos 9, 12, 15 o al menos 20 nucle6tidos consecutivos, por ejemplo, sondas y cebadores
(oligonucleétidos), correspondientes a la secuencia nucleotidica de las moléculas de acido nucleico de la invencion.
Como alternativa, los fragmentos o porciones de una secuencia nucleotidica que son Utiles como sondas de
hibridacion generalmente no codifican fragmentos de proteina que retienen actividad biolégica. Por tanto, los
fragmentos o porciones de una secuencia nucleotidica pueden estar en el intervalo de al menos aproximadamente 6
nucledtidos, aproximadamente 9, aproximadamente 12 nucleétidos, aproximadamente 20 nucleodtidos,
aproximadamente 50 nucleétidos, aproximadamente 100 nucleétidos o mas.

Una “variante” de una molécula es una secuencia que es sustancialmente similar a la secuencia de la molécula
nativa. Para las secuencias nucleotidicas, las variantes incluyen aquellas secuencias que, debido a la degeneracion
del codigo genético, codifican una secuencia aminoacidica idéntica a la proteina nativa. Las variantes alélicas de
origen natural tales como estas pueden identificarse con el uso de técnicas de biologia molecular bien conocidas
como, por ejemplo, con reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) y técnicas de hibridacion. Las secuencias
nucleotidicas variantes incluyen también secuencias nucleotidicas derivadas sintéticamente tales como las
generadas, por ejemplo, usando mutagénesis dirigida a sitio que codifica la proteina nativa, asi como aquellas que
codifican un polipéptido que tiene sustituciones aminoacidicas. Generalmente, las variantes de secuencia
nucleotidica de la invencién tendran en al menos una realizacion un 40%, 50%, 60% a 70%, por ejemplo, 71%, 72%,
73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78% a 79%, generalmente al menos un 80%, por ejemplo, 81%-84%, al menos un
85%, por ejemplo, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97% a 98% de identidad de
secuencia con la secuencia nucleotidica nativa (endégena).

Son polinucledtidos “sintéticos” aquellos preparados mediante sintesis quimica. “Molécula de ADN recombinante” es
una combinacion de secuencias de ADN que se unen conjuntamente usando tecnologia de ADN recombinante y
procedimientos usados para unir conjuntamente secuencias de ADN como se describen, por ejemplo, en Sambrook
y Russell (2001).

El término “gen” se usa ampliamente para designar cualquier segmento de acido nucleico asociado con una funcion
bioldgica. Los genes incluyen secuencias codificantes y/o secuencias reguladoras necesarias para su expresion. Por
ejemplo, gen designa un fragmento de &cido nucleico que expresa ARNm, ARN funcional o una proteina especifica,
tal como dinamina 1, incluyendo sus secuencias reguladoras. Los genes incluyen también segmentos de ADN no
expresados que forman, por ejemplo, secuencias de reconocimiento para otras proteinas. Los genes pueden
obtenerse a partir de una variedad de fuentes, incluyendo la clonacién de una fuente de interés o la sintesis a partir
de la informacion de secuencia conocida o predicha, y pueden incluir secuencias disefiadas para tener los
parametros deseados. Ademas, un “gen” o un “gen recombinante” designa una molécula de &cido nucleico que
comprende un marco abierto de lectura e incluye al menos una secuencia exonica y (opcionalmente) una intronica.
El término “intron” designa una secuencia de ADN presente en un gen dado que no se traduce en proteina y se
encuentra generalmente entre exones.

“De origen natural”, “nativo” o “de tipo silvestre” se usa para describir un objeto que puede encontrarse en la
naturaleza en contraposicién a producirse artificialmente. Por ejemplo, una secuencia nucleotidica presente en un
organismo (incluyendo un virus) que puede aislarse de una fuente en la naturaleza y que no se ha modificado
intencionadamente en laboratorio, es de origen natural. Ademas, “de tipo silvestre” designa un gen normal, u
organismo encontrado en la naturaleza sin ninguna mutacion conocida.

Dinamina 1 (“mutante”) (DMN1) designa la proteina o fragmento de la misma que es codificada por un gen DMN1
que tiene una mutacion, por ejemplo, como podria aparecer en el locus DMNL1. Las mutaciones en DMN1 pueden
ser causantes de enfermedad en un perro heterocigdtico del alelo DMN1 mutante, por ejemplo un perro
heterocigotico de una mutacién que conduce a un producto génico mutante tal como una mutacion de sustitucion de
DNML, tal como la designada en la presente memoria como G767T.
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“Mutaciones sométicas” son aquellas que aparecen solo en ciertos tejidos, por ejemplo en tejido hepatico, y no se
heredan en la linea germinal. Las mutaciones “de linea germinal” pueden encontrarse en cualquiera de los tejidos
del cuerpo y son heredadas. La presente mutacion de DNM1 es una mutacion de linea germinal.

“Homologia” designa la identidad porcentual entre dos polinucle6tidos o dos secuencias polipeptidicas. Dos ADN o
secuencias polipeptidicas son “homologos” entre si cuando la secuencia exhibe al menos aproximadamente un 75%
a 85% (incluyendo un 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, y 85%), al menos aproximadamente
un 90% o al menos aproximadamente un 95% a 99% (incluyendo un 95%, 96%, 97%, 98% o0 99%) de identidad de
secuencia contigua a lo largo de una longitud definida de las secuencias.

Se usan los siguientes términos para describir las relaciones de secuencia entre dos 0 mas &cidos nucleicos o
polinucledtidos: (a) “secuencia de referencia”, (b) “ventana de comparacion”, (c) “identidad de secuencia’, (d)
“porcentaje de identidad de secuencia” y (e) “identidad sustancial”.

(&) Como se usa en la presente memoria, “secuencia de referencia” es una secuencia definida usada como base
para comparacion de secuencia. Una secuencia de referencia puede ser un subconjunto o la totalidad de la
secuencia especificada; por ejemplo, como segmento de un ADNc o secuencia génica completos, o el ADNc o
secuencia génica completos.

(b) Como se usa en la presente memoria, “ventana de comparacion” hace referencia a un segmento contiguo y
especificado de una secuencia polinucleotidica, en la que la secuencia polinucleotidica en la ventana de
comparacién puede comprender adiciones o deleciones (concretamente huecos) en comparacion con la secuencia
de referencia (que no comprende adiciones ni deleciones) para un alineamiento éptimo de las dos secuencias.
Generalmente, la ventana de comparacion es de al menos 20 nucle6tidos contiguos de longitud, y opcionalmente
puede ser de 30, 40, 50, 100 o més. Los especialistas en la materia entenderan que para evitar una alta similitud con
una secuencia de referencia debido a la inclusion de huecos en la secuencia polinucleotidica, se introduzca
tipicamente una penalizacién de hueco y se reste del niUmero de coincidencias.

Los procedimientos de alineamiento de secuencias para comparacion son bien conocidos en la materia. Por tanto, la
determinacion de la identidad porcentual entre dos secuencias cualesquiera puede lograrse usando un algoritmo
matematico.

Las instrumentaciones informatizadas de esos algoritmos matematicos pueden utilizarse en comparaciéon de
secuencias para determinar la identidad de secuencia. Dichas instrumentaciones incluyen, pero sin limitacion:
CLUSTAL en el programa PC/Gene (disponible en Intelligenetics, Mountain View, California); el programa ALIGN
(version 2.0) y GAP, BESTFIT, BLAST, FASTA y TFASTA en el Wisconsin Genetics Software Package, versiéon 8
(disponible en Genetics Computer Group (GCG), 575 Science Drive, Madison, Wisconsin, EE.UU.). Los
alineamientos que usan estos programas pueden efectuarse usando los parametros por defecto.

El software para efectuar analisis BLAST esta disponible publicamente en el National Center for Biotechnology
Information (véase la www.ncbi.nlm.nih.gov). Este algoritmo implica identificar en primer lugar los pares de
secuencia de alta puntuacion (HSP) mediante la identificacion de palabras cortas de longitud W en la secuencia de
consulta, que coinciden o satisfacen alguna puntuacion T umbral de valor positivo cuando se alinean con una
palabra de la misma longitud de una secuencia de base de datos. T se designa como el umbral de puntuacion de
palabra vecina. Estos aciertos de palabra vecina iniciales actian como semillas para iniciar las busquedas para
encontrar HSP mas largos que los contengan. Los aciertos de palabra se extienden entonces en ambas direcciones
a lo largo de cada secuencia todo lo que pueda aumentarse la puntuacion de alineamiento acumulada. Se calculan
las puntuaciones acumuladas usando, para las secuencias nucleotidicas, los parametros M (puntuacién de
recompensa por un par de residuos coincidentes, siempre > 0) y N (puntuacién de penalizacidn por residuos no
desapareados, siempre < 0). Para secuencias aminoacidicas, se usa una matriz de puntuacién para calcular la
puntuacién acumulada. La extension de los aciertos de palabra en cada direccién se detiene cuando la puntuacion
de alineamiento acumulada cae una cantidad X desde su valor maximo alcanzado, la puntuacién acumulada cae a
cero 0 menos debido a la acumulacion de uno o mas alineamientos de residuo de puntuacion negativa o se alcanza
el extremo de cualquier secuencia.

Ademaés de calcular la identidad de secuencia porcentual, el algoritmo BLAST efecta también un analisis estadistico
de la similitud entre dos secuencias. Es una medida de similitud proporcionada por el algoritmo BLAST la
probabilidad de suma minima (P(N)), que proporciona una indicacion de la probabilidad de que aparezca por
casualidad una coincidencia entre dos secuencias nucleotidicas o aminoacidicas. Por ejemplo, una secuencia de
acido nucleico de ensayo se considera similar a una secuencia de referencia si la probabilidad de suma minima es
menor de aproximadamente 0,1, menor de aproximadamente 0,01 o incluso menor de aproximadamente 0,001.

Para obtener alineamientos con huecos con fines de comparacion, puede utilizarse BLAST con huecos (en BLAST
2.0). Como alternativa, puede usarse PSI-BLAST (en BLAST 2.0) para efectuar una blasqueda iterativa que detecta
relaciones distantes entre moléculas. Cuando se usan BLAST, BLAST con huecos o PSI-BLAST, pueden usarse los
parametros por defecto de los programas respectivos (por ejemplo, BLASTN para secuencias nucleotidicas,
BLASTX para proteinas). El programa BLASTN (para secuencias nucleotidicas) usa por defecto una longitud de
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palabra (W) de 11, una esperanza (E) de 10, un corte de 100, M= 5, N= -4 y una comparacién de ambas hebras.
Para secuencias aminoacidicas, el programa BLASTP usa por defecto una longitud de palabra (W) de 3, una
esperanza (E) de 10 y la matriz de puntuacién BLOSUM62. Véase la www.ncbi.nlm.nih.gov. El alineamiento puede
efectuarse también manualmente por inspeccion visual.

Con fines de la presente invencion, la comparacion de secuencias nucleotidicas para la determinacion de la
identidad de secuencia porcentual con las secuencias promotoras dadas a conocer en la presente memoria se
realiza preferiblemente usando el programa BlastN (version 1.4.7 o posterior) con sus parametros por defecto o
cualquier programa equivalente. Se entiende por “programa equivalente” cualquier programa de comparacion de
secuencias que, para dos secuencias cualesquiera en cuestion, genera un alineamiento que tiene idénticas
coincidencias nucleotidicas o aminoacidicas y una identidad de secuencia porcentual idéntica cuando se compara
con el correspondiente alineamiento generado por un programa BLAST.

(c) Como se usa en la presente memoria, “identidad de secuencia” o “identidad”, en el contexto de dos secuencias
de &cido nucleico o polipéptido, hace referencia a un porcentaje especificado de residuos en las dos secuencias que
son iguales cuando se alinean para correspondencia maxima en una ventana de comparacion especificada, como se
mide mediante algoritmos de comparacion de secuencia 0 mediante inspeccién visual. Cuando se usa el porcentaje
de identidad de secuencia con referencia a las proteinas, se reconoce que las posiciones de residuo que no son
idénticas a menudo difieren por sustituciones aminoacidicas conservativas, en que los residuos aminoacidicos se
sustituyen por otros residuos aminoacidicos con propiedades quimicas similares (por ejemplo, carga o
hidrofobicidad) y por lo tanto no cambian las propiedades funcionales de la molécula. Cuando las secuencias difieren
en sustituciones conservativas, la identidad de secuencia porcentual puede ajustarse al alza para corregir la
naturaleza conservativa de la sustitucion. Las secuencias que difieren en dichas sustituciones conservativas se dice
que tienen “similitud de secuencia” o “similitud”. Los medios para realizar este ajuste son bien conocidos por los
especialistas en la materia. Tipicamente, este implica puntuar una sustitucion conservativa como un
desapareamiento parcial en lugar de total, aumentando asi la identidad de secuencia porcentual. Por tanto, por
ejemplo, cuando se da a un aminoacido idéntico una puntuacion de 1 y se da a una sustitucién no conservativa una
puntuacién de 0, se da a una sustitucidn conservativa una puntuacion entre 0 y 1. La puntuacién de las sustituciones
conservativas se calcula, por ejemplo, como se instrumentaliza en el programa PC/GENE (Intelligenetics, Mountain
View, California).

(d) Como se usa en la presente memoria, “porcentaje de identidad de secuencia” significa el valor determinado
comparando dos secuencias alineadas 6ptimamente en una ventana de comparacion, en la que la porcion de la
secuencia nucleotidica en la ventana de comparacién puede comprender adiciones o deleciones (concretamente
huecos) en comparaciéon con la secuencia de referencia (que no comprende adiciones ni deleciones) para un
alineamiento 6ptimo de las dos secuencias. El porcentaje se calcula determinando el nUmero de posiciones en que
aparece la base de 4cido nucleico o residuo aminoacidico idéntico en ambas secuencias, proporcionando el nimero
de posiciones coincidentes, dividiendo el nimero de posiciones coincidentes entre el nUmero total de posiciones en
la ventana de comparacion y multiplicando el resultado por 100, proporcionando el porcentaje de identidad de
secuencia.

(e)(i) El término “identidad sustancial” de secuencias polinucleotidicas significa que un polinucle6tido comprende una
secuencia que tiene al menos un 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78% o 79%; al menos un 80%, 81%,
82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88% 0 89%; al menos un 90%, 91%, 92%, 93% o0 94%:; o incluso al menos un
95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad de secuencia, en comparacion con una secuencia de referencia usando
uno de los programas de alineamiento descritos que usan parametros estandares. Un especialista en la materia
reconocera que estos valores pueden ajustarse apropiadamente para determinar la correspondiente identidad de las
proteinas codificadas por dos secuencias nucleotidicas teniendo en cuenta la degeneracion de codones, la similitud
de aminoacidos, la colocacion del marco de lectura y similares. Identidad sustancial de las secuencias
aminoacidicas significa normalmente con estos fines una identidad de secuencia de al menos un 70% o al menos un
80%, 90% o incluso al menos un 95%.

Otra indicacion de que las secuencias nucleotidicas son sustancialmente idénticas es si dos moléculas hibridan
entre si en condiciones rigurosas (véase a continuacion). Generalmente, las condiciones rigurosas se seleccionan
para ser de aproximadamente 5°C menores que el punto de fusidn térmico (Tm) de la secuencia especifica a una
fuerza ionica y pH definidos. Sin embargo, las condiciones rigurosas comprenden temperaturas en el intervalo de
aproximadamente 1°C a aproximadamente 20°C, dependiendo del grado deseado de rigor como se califica de otro
modo en la presente memoria. Los acidos nucleicos que no hibridan entre si en condiciones rigurosas son todavia
sustancialmente idénticos si los polipéptidos que codifican son sustancialmente idénticos. Esto puede aparecer, por
ejemplo, cuando se crea una copia de un acido nucleico usando la degeneracién de codén méaxima permitida por el
codigo genético. Es una indicacién de que dos secuencias de acido nucleico son sustancialmente idénticas cuando
el polipéptido codificado por el primer acido nucleico es inmunoldgicamente reactivo de forma cruzada con el
polipéptido codificado por el segundo &cido nucleico.

(e)(ii) El término “identidad sustancial” en el contexto de un péptido indica que un péptido comprende una secuencia
con al menos un 70%, 71 %, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78% 0 79%; al menos un 80%, 81%, 82%, 83%,
84%, 85%, 86%, 87%, 88% 0 89%; o0 al menos un 90%, 91%, 92%, 93% o0 94%; o incluso al menos un 95%, 96%,
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97%, 98% o0 99% de identidad de secuencia con la secuencia de referencia en una ventana de comparacion
especificada. Es una indicacion de que dos secuencias peptidicas son sustancialmente idénticas que un péptido sea
inmunolégicamente reactivo con anticuerpos creados frente al segundo péptido. Por tanto, un péptido es
sustancialmente idéntico a un segundo péptido, por ejemplo, cuando los dos péptidos difieren solo en una
sustitucion conservativa.

Para comparacion de secuencias, tipicamente una secuencia actlla como secuencia de referencia con la que se
comparan las secuencias de ensayo. Cuando se usa un algoritmo de comparacién de secuencias, las secuencias de
ensayo Yy referencia se introducen en un ordenador, se designan las coordenadas de subsecuencia si es necesario y
se designan los parametros del programa de algoritmo de secuencia. El algoritmo de comparacion de secuencia
calcula entonces la identidad de secuencia porcentual para la(s) secuencia(s) de ensayo respecto a la secuencia de
referencia basandose en los parametros de programa designados.

Como se observa anteriormente, es otra indicacion de que dos secuencias de &acido nucleico son sustancialmente
idénticas que las dos moléculas hibriden entre si en condiciones rigurosas. La frase “hibridar especificamente con”
designa la unién, formacién de duplex o hibridacién de una molécula solo con una secuencia nucleotidica particular
en condiciones rigurosas cuando esa secuencia esta presente en una mezcla compleja de ADN o ARN (por ejemplo,
celular total). “Se une(n) sustancialmente” designa la hibridacion complementaria entre un acido nucleico de sonda y
un acido nucleico diana y comprende desapareamientos menores que pueden adaptarse reduciendo el rigor de los
medios de hibridacién para conseguir la deteccion deseada de la secuencia de &cido nucleico diana.

“Condiciones de hibridacion rigurosas” y “condiciones de lavado de hibridacién rigurosas”, en el contexto de
experimentos de hibridacion de acido nucleico tales como hibridaciones Southern y Northern, dependen de la
secuencia, y son diferentes bajo diferentes parametros ambientales. Las secuencias mas largas hibridan
especificamente a mayores temperaturas. La Tm es la temperatura (a una fuerza iénica y pH definidos) a la que un
50% de la secuencia diana hibrida con una sonda perfectamente coincidente. La especificidad es tipicamente
funcién de los lavados de posthibridacion, siendo los factores criticos la fuerza iénica y la temperatura de la solucion
de lavado final. Para hibridos de ADN-ADN, la Tm puede aproximarse por la ecuacion de Meinkoth y Wahl:

Tm= 81,5°C + 16,6 (log M) + 0,41 (%GC) — 0,61 (% form) — 500/L

en que M es la molaridad de los cationes monovalentes, %GC es el porcentaje de nucleétidos de guanosina y
citosina en el ADN, % form es el porcentaje de formamida en la solucién de hibridacion y L es la longitud del hibrido
en pares de bases. La Tm se redice aproximadamente 1°C por cada 1% de desapareamiento; por tanto, Tm,
condiciones de hibridacién y/o lavado pueden ajustarse para hibridar con secuencias de la identidad deseada. Por
ejemplo, si se buscan secuencias con >90% de identidad, la Tm puede reducirse 10°C. Generalmente, las
condiciones rigurosas se seleccionan para ser de aproximadamente 5°C menores que el punto de fusién térmico
(Tm) de la secuencia especifica y su complemento a una fuerza iénica y pH definidos. Sin embargo, las condiciones
de alto rigor pueden utilizar una hibridacion y/o lavado a 1, 2, 3 0 4°C menos que el punto de fusién térmico (Tm); las
condiciones de rigor moderado pueden utilizar una hibridacion y/o lavado a 6, 7, 8, 9 0 10°C menos que el punto de
fusion térmico (Tm) y las condiciones de bajo rigor pueden utilizar una hibridacion y/o lavado a 11, 12, 13, 14, 15 0
20°C menos que el punto de fusién térmico (Tm). Usando la ecuacién, las composiciones de hibridacion y lavado y
la T deseada, los especialistas en la materia entenderan que se describen inherentemente variaciones en el rigor de
las soluciones de hibridacion y/o lavado. Si el grado de desapareamiento deseado da como resultado una T menor
de 45°C (solucion acuosa) o de 32°C (soluciéon de formamida), se prefiere aumentar la concentracion de SSC de
modo que pueda usarse una mayor temperatura. Generalmente, se seleccionan las condiciones de hibridacién y
lavado fuertemente rigurosas para ser de aproximadamente 5°C menores que el punto de fusién térmico (Tm) de la
secuencia especifica a una fuerza iénica y pH definidos.

Es un ejemplo de condiciones de rigor alto NaCl 0,15 M a 72°C durante aproximadamente 15 minutos. Es un
ejemplo de condiciones de lavado rigurosas un lavado con 0,2X SSC a 65°C durante 15 minutos. A menudo, un
lavado fuertemente riguroso es precedido por un lavado de bajo rigor para eliminar la sefial de sonda de fondo. Es
un ejemplo de lavado de rigor medio para un duplex de, por ejemplo, mas de 100 nucleétidos, 1X SSC a 45°C
durante 15 minutos. Es un ejemplo de lavado de rigor bajo para un diplex de, por ejemplo, mas de 100 nucledtidos,
4-6X SSC a 40°C durante 15 minutos. Para sondas cortas (por ejemplo, de aproximadamente 10 a 50 nucle6tidos),
las condiciones rigurosas implican tipicamente concentraciones salinas de menos de aproximadamente 1,5 M, mas
preferiblemente de aproximadamente 0,01 a 1,0 M de concentracion de i6n Na (u otras sales) a pH 7,0 a 8,3, y la
temperatura es tipicamente de al menos aproximadamente 30°C y al menos de aproximadamente 60°C para sondas
largas (por ejemplo, > 50 nucleétidos). Las condiciones rigurosas pueden conseguirse también con la adicion de
agentes desestabilizantes tales como formamida. En general, una relacion de sefial a ruido de 2x (o mas) la
observada para una sonda no relacionada en el ensayo de hibridacion particular indica la deteccion de una
hibridacion especifica. Los acidos nucleicos que no hibridan entre si en condiciones rigurosas son todavia
sustancialmente idénticos si las proteinas que codifican son sustancialmente idénticas. Esto aparece, por ejemplo,
cuando se crea una copia de un &cido nucleico usando la degeneracién de codén maxima permitida por el cédigo
genético.
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Se seleccionan las condiciones muy rigurosas para ser iguales a la Tm de una sonda particular. Es un ejemplo de
condiciones rigurosas para la hibridacién de acidos nucleicos complementarios que tienen mas de 100 residuos
complementarios en un filtro de una transferencia Southern o Northern, un 50% de formamida, por ejemplo,
hibridacion en 50% de formamida, NaCl 1 M, 1% de SDS a 37°C y un lavado con 0,1X SSC a 60 a 65°C. Las
condiciones de bajo rigor ejemplares incluyen hibridacion con una solucién tampon de 30 a 35% de formamida,
NaCl 1 M, 1% de SDS (dodecilsulfato de sodio) a 37°C y un lavado con 1x a 2x SSC (20X SSC= NaCl 3,0 M/citrato
de trisodio 0,3 M) a 50 a 55°C. Las condiciones de rigor moderado ejemplares incluyen la hibridacion en 40 a 45%
de formamida, NaCl 1,0 M, 1% de SDS a 37°C y un lavado con 0,5X a 1X SSC a 55 a 60°C.

Se entiende por polipéptido "variante" un polipéptido derivado de la proteina nativa por delecion (denominada
truncamiento) o adicion de uno o mas aminoéacidos al extremo N-terminal y/o C-terminal de la proteina nativa;
delecién o adicién de uno o mas aminoacidos en uno o mas sitios de la proteina nativa o sustitucién de uno o mas
aminoacidos en uno o mas sitios de la proteina nativa. Dichas variantes pueden ser el resultado, por ejemplo, de
polimorfismo genético o manipulacion humana. Los procedimientos para dichas manipulaciones son generalmente
conocidos en la materia.

Por tanto, los polipéptidos de la divulgacion pueden alterarse de diversos modos incluyendo sustituciones,
deleciones, truncamientos e inserciones aminoacidicos. Los procedimientos para dichas manipulaciones son
generalmente conocidos en la materia. Por ejemplo, las variantes de secuencia aminoacidica de los polipéptidos
pueden prepararse mediante mutaciones en el ADN. Los procedimientos para mutagénesis y alteraciones de la
secuencia nucleotidica son bien conocidos en la materia. La orientacion sobre las sustituciones aminoacidicas
apropiadas que no afecten la actividad biolégica de la proteina de interés es bien conocida en la materia. Se
prefieren sustituciones conservativas, tales como intercambiar un aminoacido por otro que tenga propiedades
similares.

Por tanto, los genes y secuencias nucleotidicas de la divulgacion incluyen tanto las secuencias de origen natural
como las formas mutantes. Igualmente, los polipéptidos de la invencién comprenden proteinas de origen natural asi
como variaciones y formas modificadas de las mismas. Dichas variantes seguiran poseyendo la actividad deseada.
Las deleciones, inseciones y sustituciones de la secuencia polipeptidica comprendida en la presente memoria no se
espera que produzcan cambios radicales en las caracteristicas del polipéptido. Sin embargo, cuando es dificil
predecir el efecto exacto de la sustitucién, delecidon o insercion antes de hacerla, un especialista en la materia
apreciara que el efecto se evalle mediante ensayos de cribado rutinarios.

Las sustituciones, deleciones o adiciones individuales que alteran, afiaden o eliminan un solo aminoacido o un
pequefio porcentaje de aminoacidos (tipicamente menos de un 5%, mas tipicamente menos de un 1%) en una
secuencia codificada son “variaciones modificadas conservativamente”.

“Variaciones modificadas conservativamente” de una secuencia de &acido nucleico particular designa aquellas
secuencias de acido nucleico que codifican secuencias aminoacidicas idénticas 0 esencialmente idénticas, o cuando
la secuencia de &cido nucleico no codifica una secuencia aminoacidica, secuencias esencialmente idénticas.
Debido a la degeneracion del codigo genético, un gran nuimero de acidos nucleicos funcionalmente idénticos
codifican cualquier polipéptido dado. Por ejemplo, los codones CGT, CGC, CGA, CGG, AGA y AGG codifican todos
el aminoacido arginina. Por tanto, en cada posicion en que una arginina se especifique por un codén, el coddn
puede alterarse a cualquiera de los correspondientes codones descritos sin alterar la proteina codificada. Dichas
variaciones de acido nucleico son “variaciones silenciosas”, que son una clase de las “variaciones modificadas
conservativamente”. Cada secuencia de acido nucleico descrita en la presente memoria que codifica un polipéptido
describe también cada posible variacion silenciosa, excepto cuando se observa otra cosa. Un especialista en la
materia reconocera que cada codén de un acido nucleico (excepto ATG, que es habitualmente el Unico codén para
metionina) puede modificarse para proporcionar una molécula funcionalmente idéntica mediante técnicas
estandares. En consecuencia, cada “variacion silenciosa” de un acido nucleico que codifica un polipéptido esta
implicita en cada secuencia descrita.

El término “transformacion” designa la transferencia de un fragmento de acido nucleico al genoma de una célula
hospedadora, dando como resultado una herencia genéticamente estable. Las células hospedadoras que contienen
los fragmentos de acido nucleico transformados se designan como células “transgénicas” y los organismos que
comprenden células transgénicas se designan como “organismos transgénicos”.

Una “célula hospedadora” es una célula que se ha transformado, o que es capaz de transformacion, por una
molécula de acido nucleico exégena. Por tanto, “transformado”, “transgénico” y “recombinante” designan una célula
u organismo hospedador en que se ha introducido una molécula de acido nucleico heterélogo. La molécula de
acido nucleico puede integrarse establemente en el genoma generalmente conocido en la materia. Los
procedimientos conocidos de PCR incluyen, pero sin limitacion, procedimientos que usan cebadores apareados,
cebadores anidados, cebadores especificos individuales, cebadores degenerados, cebadores especificos de gen,
cebadores especificos de vector, cebadores parcialmente desapareados y similares. Por ejemplo, las células
“transformadas”, “transformantes” y “transgénicas” han pasado por el proceso de transformacién y contienen un gen
extrafio integrado en su cromosoma. El término “no transformado” designa células normales que no han pasado por
el proceso de transformacion.
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“Médulo de expresion”, como se usa en la presente memoria, significa una secuencia de ADN capaz de dirigir la
expresion de una secuencia nucleotidica particular en una célula hospedadora apropiada, que comprende un
promotor ligado operativamente con la secuencia nucleotidica de interés que esta ligada operativamente con
sefiales de terminacion. Incluye también tipicamente las secuencias necesarias para la traduccion apropiada de la
secuencia nucleotidica. La regién codificante codifica habitualmente una proteina de interés, pero puede codificar
también un ARN de interés funcional, por ejemplo, ARN anticodificante o ARN no traducido, en la direccién
codificante o anticodificante. El médulo de expresién que comprende la secuencia nucleotidica de interés puede ser
quimérico, lo que significa que al menos uno de sus componentes es heter6logo con respecto a al menos uno de sus
otros componentes. El médulo de expresion puede ser también uno de origen natural, pero que se ha obtenido de
forma recombinante, Util para expresion heteréloga. La expresion de la secuencia nucleotidica en el modulo de
expresion puede estar bajo el control de un promotor constitutivo o de un promotor inducible que inicia la
transcripcion solo cuando la célula hospedadora se expone a algun estimulo externo particular. En el caso de un
organismo multicelular, el promotor puede ser también especifico de un tejido u érgano o etapa de desarrollo
particular.

Dichos mdédulos de expresion tendran la region de inicio de la transcripcién de la invencion ligada con una secuencia
nucleotidica de interés. Dicho mddulo de expresion se proporciona con una pluralidad de sitios de restriccion para
que la insercion del gen de interés esté bajo la regulacion transcripcional de las regiones reguladoras. El médulo de
expresion puede contener adicionalmente genes de marcadores seleccionables.

El moédulo de transcripcion incluira, en la direccion 5’-3' de transcripcién, una regién de inicio de la transcripcion y la
traduccion, una secuencia de ADN de interés y una regién de terminacion de la transcripcién y la traduccion
funcional en plantas. La regién de terminaciéon puede ser nativa de la region de inicio de la transcripcion, puede ser
nativa de la secuencia de ADN de interés o puede derivar de otra fuente.

Las expresiones “secuencia de ADN heterdlogo”, “segmento de ADN exdgeno” o “acido nucleico heterélogo”
designan cada uno una secuencia que se origina en una fuente extrafia a la célula hospedadora particular o, si es de
la misma fuente, que estd modificada desde su forma original. Por tanto, un gen heter6logo en una célula
hospedadora incluye un gen que es enddgeno de la célula hospedadora particular pero que se ha modificado, por
ejemplo, mediante el uso de mutagénesis monocatenaria. Los términos incluyen también mdultiples copias de origen
no natural de una secuencia de ADN de origen natural. Por tanto, los términos designan un segmento de ADN que
es extrafio o heter6logo de la célula, u homdlogo de la célula pero en una posicién en el acido nucleico de la célula
hospedadora en que el elemento no se encuentra normalmente. Los segmentos de ADN exdgeno se expresan
proporcionando polipéptidos exégenos.

Una secuencia de ADN “homéloga” es una secuencia de ADN que estd naturalmente asociada con una célula
hospedadora en que se introduce.

"Genoma" designa el material genético completo de un organismo.

"Secuencia codificante” designa una secuencia de ADN o ARN que codifica una secuencia aminoacidica especifica
y excluye las secuencias no codificantes. Por ejemplo, una “secuencia codificante” de ADN o una “secuencia que
codifica” un polipéptido particular, es una secuencia de ADN que se transcribe y traduce en un polipéptido in vitro o
in vivo cuando se dispone bajo el control de los elementos reguladores apropiados. Los limites de la secuencia
codificante se determinan por un codoén de inicio en el extremo 5’ y un coddn de terminacion de la traduccion en el
extremo 3'. Una secuencia codificante puede incluir, pero sin limitacién, secuencias procariéticas, ADNc de ARNm
eucaridtico, secuencias de ADN gendmico de ADN eucaridtico (por ejemplo de mamifero) e incluso secuencias de
ADN sintético. Una secuencia de terminacion de la transcripciéon estara habitualmente situada en 3’ a la secuencia
codificante. Puede constituir una “secuencia codificante ininterrumpida”, concretamente que carece de un intrén, tal
como en ADNCc, o puede incluir uno 0 mas intrones limitados por las zonas de corte y empalme apropiadas. Un
“intron” es una secuencia de ARN que esta contenida en el transcrito primario pero que se elimina durante la
escision y religamiento del ARN en la célula para crear el ARNm maduro que puede traducirse a una proteina.

Los términos “marco abierto de lectura” y “ORF” designan la secuencia aminoacidica codificada entre los codones
de inicio y terminacion de la traduccidon de una secuencia codificante. Los términos “codén de inicio” y “codén de
terminacion” designan una unidad de tres nucledtidos adyacentes (“coddn”) que especifica el inicio y terminacion de
la cadena, respectivamente, de la sintesis de proteina (traduccion de ARNm).

El término “transcrito de ARN” designa el producto resultante de la transcripcion de una secuencia de ADN
catalizada por ARN polimerasa. Cuando un transcrito de ARN es una copia perfectamente complementaria de la
secuencia de ADN, se designa como transcrito primario, o puede ser una secuencia de ARN derivada del
procesamiento postranscripcional del transcrito primario, y se designa como ARN maduro. “ARN mensajero” (ARNm)
designa el ARN que no tiene intrones y que puede traducirse a proteina por la célula. “ADNc” designa un ADN
mono- o bicatenario que es complementario y derivado de ARNm.

El término “secuencia reguladora” es reconocido en la materia y se entiende que incluye promotores, potenciadores
y otros elementos de control de la expresion (por ejemplo, sefiales de poliadenilacién). Dichas secuencias
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reguladoras son conocidas por los especialistas en la materia. Debe entenderse que el disefio del vector de
expresion puede depender de factores tales como la eleccion de la célula hospedadora para transfectar y/o la
cantidad de proteina de fusién para expresar.

El término “elementos de control” de ADN designa colectivamente promotores, sitios de unién a ribosoma, sefiales
de poliadenilacion, secuencias de terminacion de la transcripcion, dominios reguladores en direccion 5,
potenciadores y similares, que proporcionan colectivamente la transcripcion y traduccion de una secuencia
codificante en una célula hospedadora. No todas estas secuencias de control tienen que estar siempre presentes en
un vector recombinante a condicién de que el gen deseado pueda transcribirse y traducirse.

Un elemento de control, tal como un promotor, “dirige la transcripcion” de una secuencia codificante en una célula
cuando la ARN polimerasa se une al promotor y transcribe la secuencia de codificacion a ARNm, que se traduce
entonces al polipéptido codificado por la secuencia codificante.

Una célula se ha “transformado” con ADN exégeno cuando dicho ADN exdgeno se ha introducido dentro de la
membrana celular. EI ADN exdgeno puede integrarse o no (ligarse covalentemente) con el ADN cromosémico que
constituye el genoma de la célula. En procariotas y levaduras, por ejemplo, el ADN exdgeno puede mantenerse en
un elemento episémico, tal como un plasmido. Con respecto a las células eucariéticas, es una célula transformada
establemente aquella en que el ADN exodgeno se ha integrado en el cromosoma de modo que se hereda por las
células hijas mediante replicacion cromos6mica. Esta estabilidad se demuestra por la capacidad de la célula
eucariotica de establecer lineas celulares o clones que tienen una poblacién de células hijas que contienen el ADN
exogeno.

“Ligado operativamente” designa la asociacién de secuencias de &cido nucleico en un unico fragmento de acido
nucleico de modo que la funcién de una esté afectada por la otra, por ejemplo, una disposicion de elementos en que
los componentes asi descritos se configuran para efectuar su funcién habitual. Por ejemplo, se dice que una
secuencia de ADN reguladora esta “ligada operativamente con” o “asociada con” una secuencia de ADN que
codifica un ARN o un polipéptido si las dos secuencias estan situadas de tal modo que la secuencia de ADN
reguladora afecta a la expresion de la secuencia de ADN codificante (concretamente, que la secuencia codificante o
ARN funcional esté bajo el control transcripcional del promotor). Las secuencias codificantes pueden estar ligadas
operativamente con secuencias reguladoras en orientacion codificante o anticodificante. Los elementos de control
ligados operativamente con una secuencia codificante pueden afectar a la expresién de la secuencia codificante. Los
elementos de control no tienen que estar contiguos a la secuencia codificante, a condicion de que funcionen
dirigiendo la expresion de la misma. Por tanto, por ejemplo, pueden estar presentes secuencias intermedias no
traducidas aunque transcritas entre un promotor y la secuencia codificante, y el promotor puede considerarse “ligado
operativamente” con la secuencia codificante.

“Fragmento de terminacién de la transcripcion” designa secuencias nucleotidicas que contienen una o mas sefales
reguladoras, tales como secuencias sefial de poliadenilacion, capaces de terminar la transcripcion. Los ejemplos
incluyen las regiones 3’ no reguladoras de genes que codifican nopalina sintasa y la subunidad pequefia de ribulosa
bisfosfato carboxilasa.

“Fragmento de terminacién de la traduccion” o “coddn de terminacion de la traduccion” o “codon de terminacion”
designa secuencias nucleotidicas que contienen una o mas sefiales reguladoras, tal como uno o mas codones de
terminacion en los tres marcos, capaces de terminar la traduccion. La insercion de un fragmento de terminacion de
la traducciéon adyacente a o cerca del coddn de inicio en el extremo 5’ de la secuencia codificante dard como
resultado una traduccion nula o inapropiada. El cambio de al menos un nucleétido en una secuencia de &cido
nucleico puede dar como resultado una interrupcion de la secuencia codificante del gen, por ejemplo, un codén de
terminacion prematuro. Dichos cambios de secuencia pueden causar una mutacién en el polipéptido codificado por
el gen DNML1.

Ensayos y kits de prondstico

La invencion esta basada, el menos en parte, en el hallazgo que se describe con detalle en los siguientes ejemplos
de que la DNM1 (G767T) esta significativamente asociada con el desarrollo de colapso inducido por el ejercicio. Por
lo tanto, la presente invencién proporciona procedimientos y kits para determinar si un sujeto tiene o es probable que
desarrolle CIE.

Ademas de los patrones alélicos descritos anteriormente, como se describe en la presente memoria, un especialista
en la materia puede identificar facilmente otros alelos (incluyendo polimorfismos y mutaciones) que estan en
desequilibrio de ligamiento con un alelo asociado con CIE. Por ejemplo, puede recogerse una muestra de acido
nucleico de un primer grupo de sujetos sin un trastorno particular, asi como ADN de un segundo grupo de sujetos
con el trastorno. La muestra de acido nucleico puede compararse entonces para identificar aquellos alelos que estan
sobrerrepresentados en el segundo grupo en comparacién con el primer grupo, estando dichos alelos
presuntamente asociados con un trastorno. Como alternativa, pueden identificarse alelos que estan en desequilibrio
de ligamiento con un alelo que esta asociado con el trastorno, por ejemplo, mediante genotipado de una gran
poblacién y efectuando andlisis estadistico para determinar cuales alelos aparecen juntos mas comunmente de lo
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esperado. El grupo puede elegirse para comprender individuos relacionados genéticamente. Los individuos
relacionados genéticamente incluyen individuos de la misma raza, o incluso de la misma familia. A medida que
aumenta el grado de relacién genética entre un grupo de control y un grupo de ensayo, lo hace también el valor
predictivo de los alelos polimorficos que estan ligados cada vez méas distantemente con un alelo causante de
enfermedad. Esto es debido al hecho de que ha pasado menos tiempo evolutivo para permitir que los polimorfismos
gue estan ligados a lo largo de un cromosoma en una poblacién fundadora se redistribuyan mediante eventos de
cruzamiento genético. Por tanto, pueden desarrollarse ensayos de genotipado de diagnostico especificos de raza e
incluso especificos de familia para permitir la deteccion de alelos patolégicos que surgieron en los tiempos mas
recientes de la evolucion canina.

El desequilibrio de ligamiento entre dos marcadores polimérficos o entre un marcador polimoérfico y una mutacion
causante de enfermedad es un estado metaestable. En ausencia de presion selectiva o con la reaparicién de
eventos mutacionales subyacentes ligados esporadicamente, los polimorfismos se disociaran eventualmente
mediante eventos de recombinacion cromosomica y alcanzaran asi el equilibrio de ligamiento a lo largo del
transcurso de la evolucién. Por tanto, la probabilidad de encontrar un alelo polimérfico en desequilibrio de ligamiento
con una enfermedad o afeccion puede aumentar con cambios en al menos dos factores: reduciendo la distancia
fisica entre el marcador polimérfico y la mutacion causante de enfermedad, y reduciendo el nimero de generaciones
meidticas disponibles para la disociacion del par ligado. La consideracién del Gltimo factor sugiere que, cuanto mas
estrechamente relacionados estén dos individuos, mas probablemente compartirdn un cromosoma o0 region
cromosémica progenitora comun que contenga los polimorfismos ligados y menos probablemente este par ligado se
convertira en no ligado mediante eventos de cruzamiento meidtico que aparecen cada generacion. Como resultado,
cuanto mas estrechamente relacionados estén dos individuos, méas probable sera que puedan heredarse
conjuntamente polimorfismos ampliamente espaciados. Por tanto, para individuos relacionados por una raza o
familia comuan, puede contarse con la fiabilidad de los loci polimérficos espaciados cada vez mas distantemente
como indicadora de la herencia de una mutacién causante de enfermedad ligada.

En otro aspecto, el procedimiento dado a conocer puede emplearse para detectar la presencia de un polimorfismo
asociado con DNM1 que esta en desequilibrio de ligamiento con uno o mas alelos predictivos. Los alelos del
haplotipo DNM1 que son conocidos por estar en desequilibrio de ligamiento son los genes y regiones intergénicas
entre la posicién 58,545 y 58,682 Mb en el cromosoma canino 9, segln el ensamblaje actual de la secuencia de
genoma canino denominado “canFam?2”. Por ejemplo, véanse los genes mostrados en las Figuras 8A-8C y la Figura
9.

Pueden disefiarse sondas apropiadas para hibridar con un gen especifico del locus DNM1. Como alternativa, estas
sondas pueden incorporar otras regiones del locus genémico relevante, incluyendo secuencias intergénicas. Son
obtenibles aun otros polimorfismos disponibles para uso con la presente invencidon a partir de diversas fuentes
publicas. Puede encontrarse en dichas fuentes SNP asi como otros polimorfismos caninos.

En consecuencia, los segmentos nucleotidicos pueden usarse por su capacidad de formar selectivamente moléculas
de daplex con tramos complementarios de cromosomas caninos 0 ADNc de esa region o de proporcionar cebadores
para la amplificacién del ADN o ADNc de esta region. El disefio de las sondas apropiadas con este fin requiere la
consideracion de una serie de factores. Por ejemplo, encontraran utilidad particular los fragmentos que tienen una
longitud de entre 10, 15 o 18 nucledtidos a aproximadamente 20 o aproximadamente 30 nucledtidos. Las secuencias
mas largas, por ejemplo de 40, 50, 80, 90, 100 o incluso completas, son aun mas preferidas para ciertas
realizaciones. Las longitudes de oligonucledtidos de al menos aproximadamente 18 a 20 nucleétidos son bien
aceptadas por los especialistas en la materia como suficientes para permitir una hibridacion especifica suficiente
para que sea Util como sonda molecular. Ademas, dependiendo de la aplicacién pretendida, se desearan emplear
diversas condiciones de hibridacion para conseguir grados variables de selectividad de sonda hacia la secuencia
diana. Para aplicaciones que requieran una alta selectividad, se desearan emplear tipicamente condiciones
relativamente rigurosas para formar los hibridos. Por ejemplo, condiciones salina relativamente bajas y/o de
temperatura relativamente altas, tales como las proporcionadas por NaCl 0,02 M-0,15 M a temperaturas de
aproximadamente 50°C a aproximadamente 70°C. Dichas condiciones selectivas pueden tolerar pocos, o ningun,
desapareamiento entre la sonda y la hebra molde o diana.

Pueden detectarse o controlarse otros alelos u otros indicios de trastorno en un sujeto junto con la deteccion de los
alelos descritos anteriormente.

Estan disponibles muchos procedimientos para detectar alelos especificos en loci polimérficos caninos. Ciertos
procedimientos para detectar un alelo polimoérfico especifico dependeran, en parte, de la naturaleza molecular del
polimorfismo. Por ejemplo, las diversas formas alélicas del locus polimérfico pueden diferir en un solo par de bases
del ADN. Dichos polimorfismos de nucle6tido Gnico (o SNP) son contribuyentes importantes a la variacion genética,
comprendiendo alrededor de un 80% de todos los polimorfismos conocidos, y su densidad en el genoma se estima
gque es de media 1 por cada 1.000 pares de bases. Los SNP son lo mas frecuentemente de aparicion bialélica en
solo dos formas diferentes (aunque son tedricamente posibles hasta cuatro formas de un SNP, correspondientes a
las cuatro bases nucleotidicas diferentes que aparecen en el ADN). No obstante, los SNP son mas estables a
mutaciones que otros polimorfismos, haciéndolos adecuados para estudios de asociacion en que se usa el
desequilibrio de ligamiento entre marcadores y una variante desconocida para cartografiar las mutaciones causantes
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de enfermedad. Ademas, debido que los SNP tienen tipicamente solo dos alelos, pueden genotiparse mediante un
ensayo mas/menos sencillo en lugar de una larga medida, haciéndolos mas susceptibles de automatizacién.

Acidos nucleicos

Las fuentes de secuencias nucleotidicas de las que pueden obtenerse las presentes moléculas de acido nucleico
incluyen cualquier fuente procariodtica o eucarittica. Por ejemplo, pueden obtenerse de un mamifero, tal como una
fuente celular canina. Como alternativa, las moléculas de acido nucleico de la presente invencién pueden obtenerse
a partir de una coleccion.

Como se discute anteriormente, los términos “aislado y/o purificado” designan el aislamiento in vitro de un &cido
nucleico, por ejemplo una molécula de ADN o ARN, de su entorno celular natural y de la asociacion con otros
componentes de la célula tales como acido nucleicos o polipéptido, de modo que pueda secuenciarse, replicarse y/o
expresarse. Por ejemplo, “acido nucleico aislado” puede ser una molécula de ADN que es complementaria de o que
hibrida con una secuencia en un gen de interés, concretamente, una secuencia de acido nucleico que codifica
dinamina 1 (DNM1) y que permanece unida establemente en condiciones rigurosas (como se define por
procedimientos bien conocidos en la materia). Por tanto, el ARN o ADN esta “aislado” porque esta exento de al
menos un acido nucleico contaminante con el que estd normalmente asociado en la fuente natural de ARN o ADN v,
en una realizacién de la invencion, esta sustancialmente exento de cualquier otro ARN o ADN de mamifero. La frase
“exento de al menos un acido nucleico fuente contaminante con el que estd normalmente asociado” incluye el caso
en que el &cido nucleico se reintroduce en la fuente o célula natural pero estd en una localizacion cromosémica
diferente o estéa flanqueado de otro modo por secuencias de acido nucleico no encontradas normalmente en la célula
fuente, por ejemplo en un vector o plasmido.

“A

Como se usa en la presente memoria, el término “acido nucleico recombinante”, por ejemplo, “secuencia o segmento
de ADN recombinante” designa un &cido nucleico, por ejemplo ADN, que se ha derivado o aislado de una fuente
celular apropiada, que puede alterarse quimicamente in vitro posteriormente de modo que su secuencia no sea la de
origen natural, o que corresponde con secuencias de origen natural que no estan situadas como estarian situadas
en un genoma que no se hubiera transformado con ADN exdgeno. Seria un ejemplo de un ADN preseleccionado
“derivado” de una fuente, una secuencia de ADN que se identifica como un fragmento Util en un organismo dado, y
que se sintetiza quimicamente entonces en forma esencialmente pura. Seria un ejemplo de dicho ADN “aislado” de
una fuente, una secuencia de ADN Uutil que se escinde o retira de la fuente por medios quimicos, por ejemplo,
mediante el uso de endonucleasas de restriccion, de modo que pueda manipularse adicionalmente, por ejemplo
amplificarse, para uso en la invencion, mediante la metodologia de la ingenieria genética.

Por tanto, la recuperacion o el aislamiento de un fragmento dado de ADN a partir de una digestion de restriccion
puede emplear la separacién de la digestion en gel de poliacrilamida o agarosa mediante electroforesis, la
identificacion del fragmento de interés mediante comparacion de su movilidad frente a la de los fragmentos de ADN
marcador de peso molecular conocido, la retirada de la seccidon de gel que contiene el fragmento deseado y la
separacion del gel del ADN. Por lo tanto, “ADN recombinante” incluye secuencias de ADN completamente sintéticas,
secuencias de ADN semisintéticas, secuencias de ADN aisladas de fuentes bioldgicas y secuencias de ADN
derivadas de ARN, asi como mezclas de los mismos.

Las moléculas de acido nucleico que tienen sustitucion de bases (concretamente variantes) se preparan mediante
una variedad de procedimientos conocidos en la materia. Estos procedimientos incluyen, pero sin limitacion,
aislamiento a partir de una fuente natural (en el caso de variantes de secuencia de origen natural) o preparacion
mediante mutagénesis mediada por oligonucleétido (o dirigida a sitio), mutagénesis por PCR y mutagénesis de
moédulo de una variante anteriormente preparada o version no variante de la molécula de acido nucleico.

Procedimientos de amplificacién de acido nucleico

Segun los procedimientos de la presente invencion, la amplificacion del ADN presente en una muestra fisiologica
puede llevarse a cabo mediante cualquier medio conocido en la materia. Los ejemplos de técnicas de amplificacion
adecuadas incluyen, pero sin limitacion, reaccién en cadena de la polimerasa (incluyendo, para amplificacion de
ARN, la reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa), reaccion en cadena de la ligasa,
amplificacion por desplazamiento de hebra, amplificacién basada en la transcripcién, replicacion de secuencia
automantenida (o "3SR"), el sistema Qf replicasa, amplificacion basada en la secuencia de &cido nucleico (o
"NASBA"), reaccién de reparacion en cadena (o “RCR”) y amplificacion de ADN bumeran (o "BDA").

Las bases incorporadas al producto de amplificacion pueden ser bases naturales o modificadas (modificadas antes o
después de la amplificacién), y las bases pueden seleccionarse para optimizar las etapas de deteccién
electroquimica posteriores.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) puede llevarse a cabo segun técnicas conocidas. Véanse, por
ejemplo, las patentes de EE.UU. n°® 4.683.195, 4.683.202, 4.800.159 y 4.965.188. En general, la PCR implica, en
primer lugar, tratar una muestra de acido nucleico (por ejemplo, en presencia de una ADN polimerasa termoestable)
con un cebador oligonucleotidico por cada hebra de la secuencia especifica para detectar en condiciones de
hibridacion, de modo que se sintetice un producto de extension de cada cebador que sea complementario de cada
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hebra de &cido nucleico, con los cebadores suficientemente complementarios con cada hebra de la secuencia
especifica para hibridar con ellos de modo que el producto de extensién sintetizado a partir de cada cebador, cuando
se separe de su complemento, pueda servir como molde para la sintesis del producto de extension del otro cebador;
y tratar entonces la muestra en condiciones desnaturalizantes para separar los productos de extension de cebador
de sus moldes si estan presentes la secuencia 0 secuencias para detectar. Estas etapas se repiten ciclicamente
hasta obtener el grado deseado de amplificacion. La deteccién de la secuencia amplificada puede llevarse a cabo
afadiendo al producto de reaccidon una sonda oligonucleotidica capaz de hibridar con el producto de reaccién (por
ejemplo, una sonda oligonucleotidica de la presente invencion), portando la sonda un marcador detectable, y
detectando entonces el marcador segun técnicas conocidas. Son bien conocidos en la materia diversos marcadores
gue pueden incorporarse a o ligarse operativamente con &cidos nucleicos, tales como marcadores radiactivos,
enzimaticos y fluorescentes. Cuando el acido nucleico para amplificar es ARN, la amplificacién puede llevarse a
cabo mediante la conversion inicial en ADN mediante transcriptasa inversa segun técnicas conocidas.

La amplificacion por desplazamiento de hebra (SDA) puede llevarse a cabo segun técnicas conocidas. Por ejemplo,
la SDA puede llevarse a cabo con un solo cebador de amplificaciéon o un par de cebadores de amplificacion,
lograndose la amplificacion exponencial con el segundo. En general, los cebadores de amplificacion por SDA
comprenden, en direcciéon 5’ a 3', una secuencia flanqueante (cuya secuencia de ADN no es critica), un sitio de
restriccion para la enzima de restriccion empleada en la reaccion y una secuencia oligonucleotidica (por ejemplo,
una sonda oligonucleotidica de la presente invencion) que hibrida con la secuencia diana para amplificar y/o
detectar. La secuencia flanqueante, que sirve para facilitar la uniéon de la enzima de restriccion al sitio de
reconocimiento y proporciona un sitio de cebador de ADN polimerasa después de mellar el sitio de restriccion, es de
aproximadamente 15 a 20 nucle6tidos de longitud en una realizacion. El sitio de restriccion es funcional en la
reaccion de SDA. La porcion de sonda oligonucleotidica es de aproximadamente 13 a 15 nucleétidos de longitud en
una realizacion de la invencién.

La reaccién en cadena de la ligasa (LCR) se lleva a cabo también segun técnicas conocidas. En general, la reaccion
se lleva a cabo con dos pares de sondas oligonucleotidicas: un par se une con una hebra de la secuencia para
detectar; el otro par se une con la otra hebra de la secuencia para detectar. Cada par conjunto cubre completamente
la hebra a la que corresponde. La reaccién se lleva a cabo, en primer lugar, desnaturalizando (por ejemplo
separando) las hebras de la secuencia para detectar, haciendo reaccionar entonces las hebras con los dos pares de
las sondas oligonucleotidicas en presencia de una ligasa termoestable de modo que cada par de sondas
oligonucleotidicas se ligue conjuntamente, separando entonces el producto de reaccién y repitiendo entonces
ciclicamente el proceso hasta que la secuencia se haya amplificado en el grado deseado. La deteccion puede
llevarse a cabo de manera similar a la descrita anteriormente con respecto a la PCR.

En una realizacién de la invencion, el gen DNM1 se amplifica por PCR usando cebadores basados en la secuencia
conocida. Se secuencia entonces el gen amplificado usando secuenciadores automatizados. De esta manera, se
secuencia el gen DNM1 de perros sospechosos de tener CIE en su pedigri hasta encontrar una mutacion. La
mutacion es la sustitucion de G por T en la base nucleotidica 767.

Segun un procedimiento de diagnostico de la presente divulgacion, se detecta una alteracion en el locus DNM1 de
tipo silvestre. “Alteracion de un gen de tipo silvestre” comprende todas las formas de mutaciones incluyendo
deleciones, inserciones y mutaciones puntuales en las regiones codificantes y no codificantes. Las deleciones
pueden ser del gen completo o solo de una porcién del gen. Las mutaciones puntuales pueden dar como resultado
codones de terminacién, mutaciones de desplazamiento de marco o sustituciones aminoacidicas. Los eventos de
mutaciones puntuales pueden aparecer en regiones reguladoras, tales como en el promotor del gen, conduciendo a
una pérdida o reduccion de la expresion del ARNm. Las mutaciones puntuales pueden anular también el
procesamiento de ARN apropiado, conduciendo a una pérdida de expresién del producto génico de DNM1, o a una
reduccion de la estabilidad del ARNm o de la eficacia de traduccién. El CIE es una enfermedad causada por una
mutacion puntual en el &cido nucleico 767. Aunque la mayoria de perros predispuestos al CIE tienen dos alelos
mutados, unos pocos perros con sindrome de colapso parecido al CIE tienen solo un alelo mutado.

Las técnicas de diagnéstico que son utiles en los procedimientos de la invencién incluyen, pero sin limitacion,
secuenciacion de ADN directa, andlisis de PFGE, oligonuclettidos especificos de alelo (ASO), andlisis de
transferencia puntual y electroforesis en gel en gradiente desnaturalizante, y son bien conocidas por el especialista.

Hay varios procedimientos que pueden usarse para detectar la variacién de secuencia de ADN. La secuenciacion de
ADN directa, tanto secuenciacion manual como secuenciaciéon fluorescente automatizada, puede detectar la
variacion de secuencia. Otro enfoque es el ensayo de polimorfismo de conformacion monocatenaria (SSCA). Este
procedimiento no detecta todos los cambios de secuencia, especialmente si el tamafo del fragmento de ADN es
mayor de 200 pb, pero puede optimizarse para detectar la mayoria de variaciones de secuencia de ADN. La
sensibilidad a la deteccion reducida es una desventaja, pero el rendimiento aumentado posible con el SSCA lo hace
una alternativa atractiva y viable a la secuenciacion directa para la deteccion de mutaciones en investigacion. Los
fragmentos que tienen movilidad desplazada en geles de SSCA se secuencian entonces para determinar la
naturaleza exacta de la variacion de secuencia de ADN. Otros enfoques basados en la deteccion de
desapareamientos entre las dos hebras de ADN complementario incluyen la electroforesis en gel desnaturalizante
fijado (CDGE), el analisis de heterodiplex (HA) y la escisién por desapareamiento quimico (CMC). Una vez es
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conocida una mutacion, puede utilizarse un enfoque de deteccidén especifico de alelo tal como la hibridacion
oligonucleotidica especifica de alelo (ASO) para cribar rapidamente en grandes cantidades de otras muestras la
misma mutacion. Dicha técnica puede utilizar sondas que estdn marcadas con nanoparticulas de oro,
proporcionando un resultado coloreado visual.

La deteccién de mutaciones puntuales puede lograrse mediante la clonacion molecular del(de los) alelo(s) de DNM1
y la secuenciacion del(de los) alelo(s) usando técnicas bien conocidas en la materia. Como alternativa, las
secuencias génicas pueden amplificarse directamente a partir de una preparacion de ADN genémico de tejido
canino, usando técnicas conocidas. Puede determinarse entonces la secuencia de ADN de las secuencias
amplificadas.

Hay seis procedimientos bien conocidos para un ensayo mas completo, aunque todavia indirecto, de confirmacion
de la presencia de un alelo mutante: 1) analisis de conformacién monocatenaria (SSCA); 2) electroforesis en gel en
gradiente desnaturalizante (DGGE); 3) ensayos de proteccion de ARNasa; 4) oligonucleétidos especificos de alelo
(ASO); 5) el uso de proteinas que reconocen desapareamientos nucleotidicos, tales como la proteina mutS de E. coli
y 6) PCR especifica de alelo. Para la PCR especifica de alelo, se usan cebadores que hibridan en sus extremos 3’
con una mutacion de DNM1 particular. Si la mutacién particular no esta presente, no se observa un producto de
amplificacion. Puede usarse también un sistema de mutacion refractaria a la amplificacion (ARMS). Las inserciones
y deleciones de genes pueden detectarse también mediante clonacién, secuenciacion y amplificacion. Ademas,
pueden usarse sondas de polimorfismo de la longitud del fragmento de restriccion (RFLP) del gen o genes
marcadores circundantes para puntuar la alteracion de un alelo o una insercién en un fragmento polimorfico. Pueden
usarse otras técnicas para detectar inserciones y deleciones como son conocidas en la materia.

En los primeros tres procedimientos (SSCA, DGGE y ensayo de proteccion de ARNasa), aparece una nueva banda
electroforética. El SSCA detecta una banda que migra diferencialmente debido a que el cambio de secuencia causa
una diferencia en el apareamiento de bases intramolecular monocatenario. La proteccion de ARNasa implica la
escision del polinucleétido mutante en dos o mas fragmentos menores. La DGGE detecta diferencias en las
velocidades de migracion de secuencias mutantes en comparacion con las secuencias de tipo silvestre usando un
gel en gradiente desnaturalizante. En un ensayo de oligonucleétido especifico de alelo, se disefia un oligonucledtido
gue detecta una secuencia especifica, y se efectlia el ensayo detectando la presencia o ausencia de una sefial de
hibridacion. En el ensayo de mutS, la proteina se une solo a secuencias que contienen un desapareamiento
nucleotidico en un heterodiplex entre secuencias mutantes y de tipo silvestre.

Los desapareamientos segun la presente invencion son duplex de &cido nucleico hibridados en que las dos hebras
no son 100% complementarias. La falta de homologia total puede ser debida a deleciones, inserciones, inversiones
o0 sustituciones. La deteccion del desapareamiento puede usarse para detectar mutaciones puntuales en el gen o en
su producto de ARNm. Aunque estas técnicas son menos sensibles que la secuenciacion, son mas sencillas de
efectuar en un gran ndmero de muestras. Es un ejemplo de una técnica de escisibn de desapareamiento el
procedimiento de proteccién de ARNasa. En la practica de la presente invencion, el procedimiento implica el uso de
una ribosonda marcada que es complementaria de la secuencia codificante del gen DNM1 de tipo silvestre de perro.
La ribosonda y el ARNm o ADN aislado de tejido tumoral se asocian (hibridan) conjuntamente y posteriormente se
digieren con la enzima ARNasa A, que es capaz de detectar ciertos desapareamientos en una estructura de diplex
de ARN. Si detecta un desapareamiento la ARNasa A, escinde en el sitio del desapareamiento. Por tanto, cuando la
preparacion de ARN asociado se separa en una matriz de gel electroforético, si se ha detectado un
desapareamiento y escindido por ARNasa A, se observara un producto de ARN que es menor que el diplex de ARN
completo para la ribosonda y el ARNm o ADN. La ribosonda no tiene que tener toda la longitud del ARNm o gen
DNML1 sino que puede ser un segmento de cualquiera de ellos. Si la ribosonda comprende solo un segmento del
ARNmM o gen DNM1, sera deseable usar una serie de estas sondas para cribar en toda la secuencia de ARNm los
desapareamientos.

De forma similar, pueden usarse sondas de ADN para detectar desapareamientos mediante escisién enzimatica o
guimica. Como alternativa, los desapareamientos pueden detectarse mediante desplazamientos en la movilidad
electroforética de diplex con desapareamientos respecto a duplex coincidentes. Con ribosondas o sondas de ADN,
el ARNm o ADN celular que podria contener una mutacion puede amplificarse usando PCR antes de la hibridacion.

El analisis de 4cido nucleico mediante tecnologia de microchips es también aplicable a la presente invencion.

Las secuencias de ADN del gen DNM1 que se han amplificado mediante el uso de PCR pueden cribarse también
usando sondas especificas de alelo. Estas sondas son oligdmeros de acido nucleico, cada uno de los cuales
contiene una region de la secuencia del gen DNM1 que alberga una mutacién conocida. Por ejemplo, un oligémero
puede ser de aproximadamente 30 nucle6tidos de longitud, correspondiente a una porcion de la secuencia del gen
DNM1. Mediante el uso de una bateria de dichas sondas especificas de alelo, pueden cribarse los productos de
amplificacion por PCR para identificar la presencia de una mutacién anteriormente identificada en el gen DNM1.
Puede efectuarse la hibridacion de sondas especificas de alelo con secuencias de DNM1 amplificadas, por ejemplo,
sobre un filtro de nailon. La hibridacion con una sonda particular en condiciones de hibridacion rigurosas indica la
presencia de la misma mutacién en el tejido que en la sonda especifica de alelo.
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La alteracion de la expresion de ARNm de DNM1 puede detectarse mediante cualquier técnica conocida en la
materia. Estas incluyen analisis de transferencia Northern, amplificacion por PCR y proteccion de ARNasa. Una
expresion de ARNm reducida indica una alteracion del gen DNML1 de tipo silvestre.

La alteracion de los genes DNM1 de tipo silvestre puede detectarse también cribando una alteracion de la proteina
DNM1 de tipo silvestre, o una porcién de la proteina DNM1. Por ejemplo, pueden usarse anticuerpos monoclonales
inmunorreactivos con DNM1 (o con una porcién especifica de la proteina DNM1) para cribar un tejido. La falta de
antigeno asociado indicaria una mutacion. Los anticuerpos especificos de productos de alelos mutantes podrian
usarse también para detectar un producto del gen DNM1 mutante. Dichos ensayos inmunoldgicos pueden realizarse
en cualquier formato conveniente conocido en la materia. Estos incluyen transferencias Western, ensayos
inmunohistoquimicos y ensayos ELISA. Puede usarse cualquier medio para detectar una proteina DNML1 alterada
para detectar la alteracién de los genes DNM1 de tipo silvestre. Pueden usarse ensayos funcionales, tales como
determinaciones de union de proteina. Ademas, pueden usarse ensayos que detectan la funcion bioquimica de
DNMZ1. Encontrar un producto del gen DNM1 mutante indica una alteracion del gen DNML1 de tipo silvestre.

Los genes o productos del gen DNM1 mutantes pueden detectarse en una variedad de muestras fisiologicas
recogidas de un perro. Por ejemplo, una muestra fisiolégica puede ser una muestra recogida de un perro individual,
tal como incluyendo, pero sin limitacion, por ejemplo una muestra celular tal como una célula sanguinea, por ejemplo
un linfocito o una célula de sangre periférica; una muestra de tejido tal como muestra de mucosa (por ejemplo, frotis
bucal) o tejido muscular, por ejemplo, tejido esquelético; una muestra de érgano, por ejemplo, higado o piel; una
muestra de cabello, por ejemplo, una muestra de cabello con raices y/o una muestra de fluido tal como sangre.

Los procedimientos de diagndstico de la presente divulgacion son aplicables a cualquier enfermedad canina en que
el DNM1 tenga un papel. El procedimiento de diagnéstico de la presente invencion es util, por ejemplo, para
veterinarios, asociaciones de criadores o criadores individuales, de modo que puedan decidir sobre un curso
apropiado de tratamiento y/o determinar si un animal es un candidato adecuado para crianza.

Sondas oligonucleotidicas

Como se observa anteriormente, el procedimiento de la presente invencién es Util para detectar la presencia de un
polimorfismo en ADN canino, en particular, la presencia de una sustitucion de G por T en la posicion 767 de la
secuencia codificante de DNM1 canino (SEQ ID NO:1). Esta sustitucion da como resultado el reemplazo de un
aminoécido arginina (R) en el coddn 256 por una histidina (L) en la proteina dinamina 1 (SEQ ID NO:2).

Los pares cebadores son Utiles para la determinaciéon de la secuencia nucleotidica de un alelo de DNM1 particular
usando PCR. Los pares de cebadores de ADN monocatenarios pueden asociarse con secuencias dentro o alrededor
del gen DNM1 para cebar la amplificaciéon de la sintesis de ADN del gen DNM1 mismo. Un conjunto completo de
estos cebadores permite la sintesis de todos los nucledtidos de las secuencias codificantes de DNM1,
concretamente los exones. El conjunto de cebadores permite preferiblemente la sintesis tanto de secuencias
intrénicas como exodnicas. Pueden usarse también cebadores especificos de alelo. Dichos cebadores se asocian
solo con alelos mutantes de DNM1 particulares, y por tanto amplificaran solo un producto en presencia del alelo
mutante como molde.

La primera etapa del proceso implica poner en contacto una muestra fisiolégica obtenida de un perro, conteniendo
dicha muestra acido nucleico, con una sonda oligonucleotidica para formar un ADN hibridado. Las sondas
oligonucleotidicas que son Utiles en los procedimientos de la presente invencion pueden ser cualquier sonda que
comprenda entre aproximadamente 4 y 6 bases hasta aproximadamente 80 a 100 bases o mas. En una realizacion
de la presente invencion, las sondas son de entre aproximadamente 10 y aproximadamente 20 bases.

Los cebadores mismos pueden sintetizarse usando técnicas que son bien conocidas en la materia. Generalmente,
los cebadores pueden prepararse usando aparatos de sintesis de oligonucledtidos que estan comercialmente
disponibles. Dada la secuencia de la secuencia codificante de DNM1 como se expone en la SEQ ID NO:1, el disefio
de los cebadores particulares esta dentro de las habilidades de la materia.

Pueden prepararse sondas oligonucleotidicas que tienen cualquiera de una amplia variedad de secuencias de bases
segun técnicas que son bien conocidas en la materia. Las bases adecuadas para preparar la sonda oligonucleotidica
pueden seleccionarse de bases nucleotidicas de origen natural tales como adenina, citosina, guanina, uracilo y
timina; y bases nucleotidicas de origen no natural o “sintéticas” tales como 7-desazaguanina, 8-oxoguanina, 6-
mercaptoguanina, 4-acetilcitidina, 5-(carboxihidroxietil)uridina, 2'-O-metilcitidina, 5-carboximetilaminometil-2-
tiouridina, 5-carboximetilaminometiluridina, dihidrouridina, 2'-O-metilseudouridina, B,D-galactosilqueosina, 2'-O-
metilguanosina, inosina, N6-isopenteniladenosina, 1-metiladenosina, 1-metilseudouridina, 1-metilguanosina, 1-
metilinosina, 2,2-dimetilguanosina, 2-metiladenosina, 2-metilguanosina, 3-metilcitidina, 5-metilcitidina, N6-
metiladenosina, 7-metilguanosina, 5-metilaminometiluridina, 5-metoxiaminometil-2-tiouridina, ,D-manosilqueosina,
5-metiloxicarbonilmetiluridina, = 5-metoxiuridina, 2-metiltio-N6-isopenteniladenosina, N-((9-B-D-ribofuranosil-2-
metiltiopurin-6-il)carbamoil)treonina, N-((9-B-D-ribofuranosilpurin-6-il)-N-metilcarbamoil)treonina, éster metilico del
acido uridin-5-oxiacético, acido uridin-5-oxiacético, wibutoxosina, seudouridina, queosina, 2-tiocitidina, 5-metil-2-
tiouridina, 2-tiouridina, 5-metiluridina, N-((9-B-D-ribofuranosilpurin-6-il)carbamoil)treonina, 2’-O-metil-5-metiluridina,
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2'-O-metiluridina, wibutosina y 3-(3-amino-3-carboxipropil)uridina. Puede emplearse cualquier cadena principal
oligonucleotidica, incluyendo ADN, ARN (aunque el ARN es menos preferido que el ADN), azlcares modificados
tales como carbociclos y azlcares que contienen sustituciones 2’ tales como fluoro y metoxilo. Los oligonucleétidos
pueden ser oligonucleétidos en que al menos uno, o todos, los residuos de fosfato puente internucleotidicos son
fosfatos modificados, tales como metilfosfonatos, metilfosfonotioatos, fosforomorfolidatos, fosforopiperazidatos y
fosforamidatos (por ejemplo, cualquier otro de los residuos fosfato puente internucleotidicos puede modificarse como
se describe). El oligonucledtido puede ser un “acido nucleico peptidico” tal como se describe en Nielsen et al.,
Science, 254, 1497-1500 (1991).

El Gnico requisito es que la sonda oligonucleotidica posea una secuencia en la que al menos una porcién sea capaz
de unirse a una porcion conocida de la secuencia de la muestra de ADN.

Puede ser deseable en algunas aplicaciones poner en contacto la muestra de ADN con una serie de sondas
oligonucleotidicas que tienen diferentes secuencias de bases (por ejemplo, cuando hay dos o méas acidos nucleicos
diana en la muestra o cuando se hibrida un solo acido nucleico diana con dos o mas sondas en un ensayo de
“séandwich”).

Las sondas de acido nucleico proporcionadas por la presente invencién son Utiles para una serie de fines. Las
sondas pueden usarse para detectar productos de amplificacion por PCR. Pueden usarse también para detectar
desapareamientos con el gen DNM1 o ARNm usando otras técnicas.

Metodologia de hibridacién

La muestra de ADN (o acido nucleico) puede ponerse en contacto con la sonda oligonucleotidica de cualquiera
manera adecuada conocida por los especialistas en la materia. Por ejemplo, la muestra de ADN puede solubilizarse
en solucion, y ponerse en contacto con la sonda oligonucleotidica solubilizando la sonda oligonucleotidica en
solucién con la muestra de ADN en condiciones que permitan la hibridacion. Las condiciones adecuadas son bien
conacidas por los especialistas en la materia. Como alternativa, la muestra de ADN puede solubilizarse en solucién
con la sonda oligonucleotidica inmovilizada sobre un soporte sélido, con lo que la muestra de ADN puede ponerse
en contacto con la sonda oligonucleotidica sumergiendo el soporte sélido que tiene la sonda oligonucleotidica
inmovilizada sobre el mismo en la solucién que contiene la muestra de ADN.

La invencion se ilustrara ahora mediante el siguiente ejemplo no limitante.

Ejemplo 1: Procedimiento de deteccién de una mutacion de ADN asociada con colapso canino _inducido por
el ejercicio

La familia del gen de la dinamina codifica proteinas que son esenciales para la endocitosis de vesicula sinaptica. El
colapso inducido por el ejercicio (CIE) en perros cobradores de labrador afectados se manifiesta por debilidad
muscular, descoordinacion y colapso potencialmente mortal después de un ejercicio intenso. Un cribado genémico
completo de 143 perros afectados identificd un locus en el cromosoma 9 canino con una puntuacion de LOD de
12,2. El andlisis de haplotipo de SNP confirmé el locus, y se identific6 una mutacion de aminoacido fuertemente
asociada (p < 10'16) en el gen de dinamina 1 (DNM1). Este polimorfismo Arg256Leu es un candidato convincente
para mutacion causal de CIE debido a la funcion critica de la dinamina 1 y su fuerte conservacion evolutiva. Esta es
la primera mutacion de DNM1 de mamifero de origen natural que se identifica, y proporciona una comprension
critica de la biologia de la vesicula sinaptica entre muchas especies.

Materiales y procedimientos:

Recogida de muestras. Este estudio se efectué usando los protocolos aprobados por los Institutional Animal Care
and Use Committees (IACUC) de la University of Minnesota y la University of Saskatchewan. Se obtuvo el
consentimiento por escrito de todos los duefios. Las familias de perros cobradores de labrador afectadas se
establecieron mediante la descendencia afectada y se solicitaron los registros médicos, pedigris y ADN de todos los
perros hasta dos generaciones de los perros afectados. Se ensamblaron los pedigris para analisis de ligamiento
usando CryillicSoftware. Se uso el kit de aislamiento de ADN Gentra Puregene™ para extraer ADN genomico de 3-6
ml de sangre entera con EDTA segun las instrucciones del fabricante. Se almacend el ADN a -20°C.

Se identificaron 6 grupos diferentes de perros basandose en los datos médicos disponibles y en la informacién del
cuestionario:

Grupo 1; Presuntamente afectados; perros con un historial bien documentado de méas de un episodio de colapso en
gue los miembros pélvicos se volvieron ataxicos y después flaccidos.

Grupo 2. Colapso recurrente. Perros con una descripcion incompleta de los episodios de colapso pero que, en su
mayor parte, eran consistentes con los criterios de presuntamente afectados.

Grupo 3. Episodio de colapso unico. Estos perros satisfacian por lo demas los criterios de presuntamente afectados.
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Grupo 4. Colapso atipico. Perros con episodios recurrentes de colapso, sin embargo la descripcion no coincidia
exactamente con los criterios de clasificacion de presuntamente afectados.

Grupo 5. Colapso alternativo, otra causa. Perros para los que se identificd otra causa potencial subyacente de
colapso.

Grupo 6. Sin colapso. No se observé nunca colapso en estos perros.

Marcadores de microsatélite: Se identificaron microsatélites de los mapas de ligamiento y RH caninos publicados (R.
Guyon et al., Proc. Natl. Acad Sci. U S. A. 100, 5296-5301 (2003); M. Breen et al., BMC Genomics, 13, 65 (2004)) y
del mapa de ligamiento canino UC-Davis (encontrado en
www.vgl.ucdavis.edu/research/canine/projects/linkage_map/data/) y en varios casos de la secuencia del genoma de
CFA9 (marcadores indicados KM/JM en la Tabla 1). Las condiciones de reaccion contenian 12,5 ng de ADN, tampén
de PCR con MgCl; 1,5 mM (QIAGEN®), 5 pmol de cebador de codificacion, 1,5 pmol de cebador inverso que
contenia una secuencia de cola de 20 unidades, 2 pmol de cebador marcado fluorescentemente que contenia una
cola de 20 unidades, 100 pM de cada uno de los dNTP y 0,5 unidades de ADN polimerasa HotStarTaq®
(QIAGEN®) en un volumen final de 15 pl. Se efectuaron las reacciones de PCR en placas de 96 pocillos con una
desnaturalizacion inicial a 94°C durante 20 min; 35-40 ciclos de 94°C durante 30 s, 56°C durante 30 s y 72°C durante
30 s; y una extension final a 72°C durante 15 min. Se separaron los productos por tamafio usando el analizador de
ADN automatizado Beckman CEQ 8000.

Analisis de ligamiento: Se seleccionaron 96 perros (71 de ellos afectados) a partir de los pedigris que contribuyeron
mas a la potencia estadistica en un andlisis de ligamiento simulado para el genotipado inicial, y se incluyeron en
Ultima instancia 252 perros en la cartografia fina. Se eligieron 444 marcadores de microsatélite distribuidos por los
38 autosomas caninos. Se comprobd en los datos genotipicos de todos los marcadores la herencia mendeliana
mediante inspeccidn visual del pedigri. Se introdujeron entonces los genotipos en el software de analisis genético y
se confirm6 de nuevo la herencia mendeliana mediante los programas de analisis de ligamiento. Se efectuaron
andlisis de ligamiento paramétricos de dos puntos con software FASTLINK suponiendo un modo recesivo
autosémico de herencia con un 80% de penetracion. Se supuso que la frecuencia del alelo normal era de 0,80 y que
la frecuencia del alelo afectado era de 0,20. La frecuencia real del alelo y la penetracion de la enfermedad no son
conocidos para CIE, sin embargo, se supone que la enfermedad no es un 100% penetrante porque los perros
colapsan solo después de exposicion a eventos desencadenantes conocidos. Se calcularon las frecuencias alélicas
y la heterocigosidad del marcador usando 20 progenitores no relacionados en los pedigris. Los niveles de
significacion para el ligamiento se basaron en los umbrales propuestos por Lander y Kruglyak (Nature Genet. 11,
241-247 (1995)). Era evidencia significativa de ligamento una puntuaciéon de LOD de 3,3, y una evidencia indicativa
de ligamiento una puntuacion de LOD de 1,9. Las puntuaciones de LOD menores de -2,0 excluian ligamiento en el
locus.

Asociacién del marcador de SNP y analisis de haplotipo: Los marcadores de SNP en la regién de 56-61 Mb de CFA9
conocidos por ser informativos en cobradores de labrador se proporcionaron amablemente por la Dra. Claire Wade
del Broad Institute of Harvard y el MIT. Se genotipé un subconjunto de estos SNP en 303 cobradores de labrador
usando la plataforma Sequenom del University of Minnesota Biomedical Genomics Center. Se disefiaron los
cebadores usando el software SpectroDESIGNER (M. Stephens et al., Am. J. Hum. Genet., 68, 978-989 (2001)). Se
amplificaron los loci de SNP en cuatro reacciones de PCR mliltiples. Las reacciones de PCR contienen 10 ng de
ADN, 0,5 pM de cada cebador, 0,2 mM de cada dNTP, MgCl, 1,5 mM y 3 unidades de ADN polimerasa HotStarTag®
(QIAGEN®). Se filtraron las lecturas de genotipo de SNP y se omitieron las lecturas agresivas del conjunto de datos.
Se omitieron los SNP con mal andlisis de agrupamiento, frecuencia alélica minoritaria menor de 0,001 y lecturas de
genotipado en menos de un 75% de las muestras de ADN, asi como las muestras de ADN individuales con menos
de un 75% de lecturas de genotipo. Se amplificé un SNP en el intron 3 del gen PTGES2 con los cebadores 5'-
AGCCTGTGCGAAGTCTGG (SEQ ID NO:120) y 5-CAGATCACCCAGTGAAGGAG (SEQ ID NO:121), dando un
producto de 392 pb que se digirié con la enzima de restriccion Aval. Se dedujeron los genotipos y fases de haplotipo
faltantes con el software PHASE version 2.1.1 usando los parametros por defecto (M. Stephens et al., Am. J. Hum.
Genet., 68, 978-989 (2001)). Se efectud una prueba de chi cuadrado con el subconjunto minimamente relacionado
de perros con Haploview 4.0 CR2 para determinar si existian distribuciones de frecuencia alélica significativamente
diferentes para cada SNP entre los casos afectados y las poblaciones de control. Se determiné también el haplotipo
minimamente conservado usando Haploview 4.0 CR2. Se importaron los datos individuales como ficheros de
ligamiento de familias. Se extendieron manualmente los bloques de haplotipo por los SNP a cada lado del SNP no
sinénimo del exén 6 de DNM1 para determinar el haplotipo conservado alrededor de los alelos T767 y G767 de
DNM1.

Secuenciacion de ADN gendmico: Se disefiaron los cebadores de PCR para amplificar secuencias que contienen los
genes candidatos posicionales basandose en los limites intrén/exén conocidos del gen humano y/o canino. En varios
casos, los exones caninos no estaban bien registrados en comparacion con otras especies, y los inventores usaron
su buen criterio en cuanto a su colocacion correcta para el disefio y secuenciacién de cebador de PCR. Se
secuenciaron inicialmente dos perros afectados y uno no afectado. Se proporcionan las secuencias de cebador de
PCR para el andlisis de DNM1 en las Figuras 7A-7J. La reaccion consistia en 25 ng de ADN genémico, dNTP 40
uM, 1,5 pl de tampén de PCR con MgCl, 1,5 mM (QIAGEN®), 0,2 unidades de ADN polimerasa HotStarTag®

23



10

15

20

ES 2375260 T3

(QIAGEN®) y 0,67 uM de cada cebador en un volumen de 15 pl. Las condiciones de ciclacion eran una
desnaturalizacion inicial a 94°C durante 20 min; 30 ciclos de 94°C durante 30 s, 56°C durante 30 s, 72°C durante 30
s y una extension final a 72°C durante 15 min. Se purificaron los productos de PCR y se secuenciaron en las
direcciones de codificacion e inversa en el Advanced Genetic Analysis Center de la University of Minnesota. Se
alinearon las secuencias con el software Sequencher™ sobre una cadena principal de la secuencia del genoma
canino ensamblada (CanFam?2.0), y las secuencias de ADN que codifican la RefSeq humana.

Genotipado de la mutacién G767T de DNM1: Se usaron los cebadores de PCR basados en intron exén 6F
(GTAGGCTCTCCGACCCACTC (SEQ ID NO:122)) y ex6n 6R (TGAGGACACTAACCCCTGTTG (SEQ ID NO:123))
para generar un fragmento de 337 pb que contenia todo el exdn 6. La enzima de restricciéon Sml 1 (9,0 U con 3 horas
de incubacion a 55°C) cortd el alelo T767 generando fragmentos de 165 y 172 pb, que se resolvieron mediante
electroforesis en un gel de agarosa al 2%.

RESULTADOS

Identificacién del locus cromosOmico: Los inventores efectuaron un cribado del genoma completo con 444
marcadores de microsatélite usando las familias de 71 perros afectados. En este cribado gendmico inicial que
implicaba a 96 perros, los inventores identificaron un marcador ligado significativamente- FH2885, en la posicion
60,4 Mb en el cromosoma 9 canino (CFAQ9) — con una puntuacion de logaritmo de las posibilidades (LOD) de 3,67 y
un teta de 0,10. Se genotiparon entonces 15 microsatélites de CFA9 adicionales entre 55,5 y 63,4 Mb que incluian
143 perros afectados y 109 parientes no afectados. Multiples marcadores en la regién correspondiente al segmento
de aproximadamente 57-60,5 Mb demostraron un ligamiento significativo con CIE, mientras que los marcadores
fuera de esta region excluian el ligamiento (Tabla 1). La puntuacion de LOD para FH2885 aument6 a 8,31 con un
teta de 0,05 con el analisis de los 252 perros. Las puntuaciones de LOD en varios casos fueron >12,0 a teta <0,05,
con una puntuacion LOD méxima de 12,24 para el marcador KM/JM3 a 58,5 Mb.

Tabla 1. Ligamiento de EIC con marcadores de microsatélite en CFAQ9.

Marcador Mb Puntuacion de LOD y teta | Heterocigosidad
del marcador

GALK1 7,849 | 0,22;0,05 0,34

FH2263 16,424 | -3,39; 0,10 0,88

REN198P23 | 18,089 | -2,1; 0,05 0,50

REN54L20 23,478 | -4,8; 0,10 0,64

(CONT.)

G06401 28,720 -2,4; 0,10 0,46
FH2186 34,797 -2,0; 0,20 0,62
FH3835 45,156 -2,7,0,10 0,55
REN278L10 48,141 -2,4; 0,05 0,65
REN73K24 54,592 -3,0; 0,05 0,47
Davis0941 55,557 1,59; 0,10 0,38
E04008 57,055 -1,02; 0,05 0,39
KM/IM1 57,243 9,98; 0,06 0,73
Davis0943 57,470 1,70; 0,07 0,33
KM/IM2 58,087 1,93; 0,10 0,37
Davis0944 58,441 3,00; 0,05 0,26
KM/IM3 58,548 12,24; 0,04 0,76
KM/IM4 59,125 9,49; 0,05 0,65
Davis0945 59,307 6,49; 0,07 0,57
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KM/IM5 59,523 10,46; 0,04 0,68
KM/IM6 59,676 9,79, 0,06 0,67
Davis0946 60,008 12,13; 0,03 0,73
KM/IM9 60,287 9,15; 0,03 0,73
FH2885 60,428 8,31, 0,5 0,73
Davis0947 60,899 1,26; 0,10 0,47
Davis0950 63,400 3,01, 0,09 0,78
CAPOQO9E 64,200 0,49; 0,20 0,49

Se recogieron los genotipos y se analizé el ligamiento con CIE como se describe en los Materiales y Procedimientos.
Los marcadores hasta la posicidbn 54,59 se procesaron solo en un grupo de 96 perros; ningin marcador dio
puntuaciones de LCD positivas y se resefian la puntuacion de LOD y teta minima. Se procesaron los marcadores de
las posiciones 55,5-64,2 en un grupo de 234 perros y se resefia la puntuacion de LOD méaxima para cada uno de
estos marcadores (las puntuaciones de LOD significativas > 3,3 y sus posiciones se dan en negrita).

A continuacion, los inventores analizaron 57 marcadores de polimorfismo de nucleétido Unico (SNP) en la region de
56-61 Mb de CFA9 en toda la colecciéon de los inventores de 303 cobradores de labrador relacionados y no
relacionados. Se efectu6 una prueba de chi cuadrado de independencia con el subconjunto minimamente
relacionado de perros para determinar si existian distribuciones de frecuencia alélica significativamente diferentes
para cada SNP entre las poblaciones afectada y de control. 18 SNP de la region de 57,25 a 60,0 Mb tenian valores
de p < 0,001, con un valor de p minimo de 1,17 x10™ (Figura 4). La regién de 58,4-60,0 Mb se convirtié en el
centro de la atencién de los inventores debido al agrupamiento de SNP con bajos valores de p, una alta frecuencia
de genotipos homaocigéticos en la poblacién afectada por CIE y por ser los perros no afectados heterocigdcitos u
homocigéticos del alelo alternativo. Este dato era consistente con al hip6tesis de que el CIE es un rasgo recesivo
autosomico altamente penetrante, y el hecho de que el control de poblacién tenia muchos progenitores y hermanos
de los perros afectados y se esperaria que esto diera como resultado una alta tasa de heterocigosidad.

Los inventores secuenciaron cuatro genes candidatos posicionales de los 48 genes conocidos o predichos en esta
region de CFA9 basandose en su funcién biolégica (Figura 4). Estos fueron DNM1 (dinamina 1 en 58,62 Mb),
PTGES?2 (prostaglandina E2 sintasa en 58,69 Mb), AK1 (adenilato cinasa en 58,88 Mb) y SLC2A8 (transportador de
glucosa neuronal en 59,28 Mb). Se identificaron SNP exdnicos solo en DNM1 y PTGES2 (Figuras 7A-7J). Todos los
SNP exonicos en PTGES2 eran sinénimos y no estaban asociados con el fenotipo de CIE, mientras que un SNP
intrénico dio un valor de p para asociaciéon con CIE de solo p= 0,0099. Sin embargo, varios SNP en el gen DNM1
eran homocigoticos en el grupo de perros afectados.

Secuencias y polimorfismos de DNM1: La proteina dinamina 1 canina completa predicha a partir de los datos de
secuencia contiene 864 aminoacidos, mientras que una forma corta predicha a partir de un posible corte y empalme
alternativo contiene 845 aminoécidos (Figuras 1, 2 y 5A-5B). Se encontraron 5 SNP en la secuencia de ADN
codificante de amino&cidos DNM1, y 4 de estos SNP de DNM1 eran sinénimos. Un SNP de G a T en el exén 6 en la
posicion nucleotidica codificante 767 dio como resultado la conversion del codén 256 de arginina en leucina
(Arg256Leu). Se examind en 24 perros adicionales el SNP G767T: los 12 perros afectados eran homocigéticos del
alelo T767, 6 perros no afectados eran homocigoéticos del alelo G767 y 6 perros no afectados eran heterocigoticos.
Este SNP G71667T de DNM1 produjo una puntuacion de LOD de 16,39 a un teta de 0,03, y un valor p de asociacion
de 1,07 x 10",

El alineamiento de la secuencia aminoacidica de dinamina 1 canina de tipo silvestre con humana revela una
conservacion notable interespecies. 860 de los 864 aminoacidos eran idénticos, y de las 4 diferencias solo 2 (Q a H
en el codén 1228 y A a T en el coddn 511) eran sustituciones no conservativas. Habia también un alto nivel de
conservacion en el alineamiento de secuencia aminoacidica del segmento de residuos 241-270 de la dinamina 1
canina entre multiples especies y las dinaminas 2 y 3 (Figura 3).

Frecuencia de genotipo de DNM1: La Tabla 2 presenta la frecuencia de los tres genotipos de DNM1 para
cobradores de labrador en los diferentes criterios de clasificacion.
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Tabla 2. Genotipos de DNM1 en cobradores de labrador fenotipados

TT GT GG Total %deTT

1. Presuntamente afectados 101 0 3 104 97%
2. Colapso pero con datos incompletos 60 3 5 68 88%
3. Colapso unico 5 3 0 8 62%
4. Colapso atipico 11 6 9 26 43%
5. Colapso- otra causa 1 2 2 5 20%
6. Sin colapso 12 65 55 132 9%

Progenitores de presuntamente afectados 5 15 0 20 25%

Se evaluaron los perros basandose en los signos clinicos y cuestionarios de datos clinicos y se asignaron en una de
las categorias fenotipicas de colapso como se describe en Materiales y Procedimientos. Los genotipos en el
nucledtido codificante 767 del gen DNM1 canino se determinaron como se describe en los Materiales y
Procedimientos. En la categoria 5 de otras causas potenciales de colapso repetido, estaban arritmia cardiaca para el
genotipo TT, pardlisis laringea y acidemia lactica para los fenotipos GT y miopatia metabdlica y arritmia cardiaca
para los fenotipos GG.

Un 97% de todos los perros que satisfacian los criterios del estudio para CIE eran homocigoéticos del alelo T767 y se
supusieron afectados (grupo 1, asi como un 88% de los perros con colapso consistente con CIE pero con
documentacién incompleta (grupo 2). Los perros con una menor probabilidad de tener CIE, colapso Unico resefiado
(grupo 3), colapso atipico (grupo 4) u otra causa potencial identificada (grupo 5) tenian una probabilidad decreciente
de ser homocigoticos del alelo T767 (62%, 43% y 20% respectivamente). 12 perros que colapsaron solo una vez, o
que tuvieron episodios de colapso que eran menos tipicos o descritos incompletamente, eran heterocigoéticos. De los
132 perros para los que los duefios no resefiaron episodios de colapso, un 9% eran homocigoticos del alelo T767,
un 49% eran heterocigoéticos y un 42% eran homocigoticos del alelo G767. Los 20 progenitores de perros afectados
eran heterocig6ticos u homocigoéticos del alelo T767, lo que es consistente con que el CIE sea autosdmico recesivo.
Una tasa de fenotipado falsa negativa significativa, en que los perros genéticamente susceptibles no se han
expuesto a condiciones suficientes para iniciar el colapso, asi como la posibilidad de factores modificadores
genéticos y ambientales, puede explicar porqué un 9% de los perros sin un historial de colapso son homocigéticos
del alelo T767.

Se resefio que 12 heterocigoéticos tuvieron episodios Unicos de colapso o episodios de colapso que no satisfacian los
criterios mas rigurosos para presuntamente afectados (Tabla 2). Esto podria ser consistente con un fenotipo menos
grave en portadores que en homocigéticos, e indicar la posibilidad de un rasgo dominante parcialmente penetrante.
Hubo, sin embargo, 65 heterocigéticos sin episodios conocidos de colapso, y la alta frecuencia de heterocigoticos en
la poblacion vuelve ambiguas las conclusiones referentes a relaciones genotipo-fenotipo en heterocigéticos
actualmente. Ademas, puesto que el CIE es un diagnéstico de exclusion, es posible que los perros heterocigéticos
colapsantes, asi como los perros homocigéticos G767 que colapsaban, pudieran ser fenocopias.

Tabla 3. Genotipos de DNM1 en cobrador y otras razas

T GT GG Total %TT
Cobradores de labrador (ensayos de campo) 20 171 246 437 4,5%
Cobradores de la bahia de Chesapeake 1 4 20 25 4,0%
Cobradores de pelo rizado 6 5 19 30 20%
Cobradores dorados (Golden Retriever) 0 0 7 7 0%
Pastores escoceses 0 1 45 56 0%
Leonberger 0 0 36 36 0%
Galgos 0 0 4 4 0%
Spaniel Caballero Rey Carlos 0 0 8 8 0%
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Las poblaciones de cobrador se solicitaron asistiendo a eventos de competicién de ensayo en campo de Minnesota,
Wisconsin y Dakota del Norte. Se enviaron muestras de otras razas por veterinarios y duefos interesados en el CIE
0 que tuvieran un perro que exhibia una forma de colapso. Los genotipos de DNM1 se determinaron como se
describe en la Tabla 12

Bloque de haplotipo de SNP minimamente conservado: Los inventores usaron genotipos de SNP de 23
cobradores de labrador con la mayor evidencia de CIE para identificar un bloque de haplotipo minimamente
conservado que comprendia el alelo T767 del gen DNM1 (Figura 6). El haplotipo mas comun extendié el segmento
de 4,5 Mb completo de CFA9 para el que se analizaron los SNP; sin embargo, se observé 5 veces un bloque
AAGTGGTG que extendié solo 137 kb de longitud. Los inventores incluyeron entonces los 413 cromosomas de
todos los perros con el alelo T767 de DNM1 y observaron un gran nimero de longitudes de haplotipo compartidas
diferentes, pero se observé esta misma longitud de haplotipo minimamente conservada de 137 kb un 99% de las
veces. No habia un haplotipo comun observado en este locus para un 6% de los perros afectados (categorias 1y 2)
gue no eran homocigéticos de T767. Un andlisis similar de los 209 cromosomas que contenian el alelo de tipo
silvestre G767 de DNM1 encontrd que el haplotipo AAGTGGGG homélogo no afectado se observaba facilmente en
un bloque ligeramente mayor de 220-328 kb. Este era claramente el haplotipo més habitualmente observado y se
observé un 33% de las veces. Colectivamente, los bloques de haplotipo de SNP minimamente conservados
sugieren que el alelo T767 surgi6 a partir de un haplotipo comun en cobradores de labrador.

La probabilidad de que el alelo T767 de DNM1 haya estado presente e idéntico por ascendencia en poblaciones
caninas durante un gran numero de generaciones esta también apoyada por su deteccion en varias razas
relacionadas. Los inventores han observado el haplotipo de 137 kb idéntico en dos razas relacionadas, cobrador de
la bahia de Chesapeake y cobrador de pelo rizado, teniendo ambos homocigoéticos del alelo T767 de DNM1 con
episodios resefiados de colapso. Por ultimo, los inventores han genotipado mas de 400 labradores de ensayos de
campo realizados en el medio oeste septentrional con perros de 20 estados y tres provincias canadienses, y
encontraron una frecuencia de portador en esta poblacién de un 30% y una frecuencia de afectacion homocigética
de un 3%. Un ensayo de genotipado sencillo puede ayudar ahora a los criadores de labradores a evitar producir
cachorros afectados en futuras generaciones.

Estructura, funcion y mutacién de la dinamina: El gen DNM1 codifica un miembro de la subfamilia de la dinamina
de proteinas de unién a GTP que regulan la formacion de vesiculas endociticas mediada por clatrina. La dinamina 1
parece expresase exclusivamente en el cerebro y la médula espinal, donde desempefia un papel clave en la fision
de vesicula sinaptica al ensamblarse en estructuras de tipo cuello alrededor de las depresiones recubiertas de la
terminal presinptica. Estas estructuras se rompen liberando vesiculas recubiertas, reformando asi vesiculas
sinapticas que contienen neurotransmisor y posibilitando una comunicacién singptica continua. Existen 5 dominios
de homologia estructural importantes en la proteina dinamina 1. Los residuos aminoacidicos de aproximadamente 1-
300 contienen un dominio GPTasa, los residuos de aproximadamente 205-505 contienen el dominio central de la
familia de la dinamina, los residuos 521-623 contienen un dominio de homologia con pleckstrina y los residuos 624-
750 contienen un dominio efector de GTPasa implicado en el autoensamblaje (20).

Los ratones con eliminacién génica de DNM1 nacen vivos, pero la viabilidad postnatal es breve, debido a la
incapacidad de tolerar la estimulacion neurolégica de la vida diaria. DNM2 y DNM3 pueden expresarse
constitutivamente y pueden controlar la estimulacién de baja frecuencia. La expresion de DNM1 se vuelve esencial
cuando un estimulo elevado crea una carga grande de endocitosis y solo mientras persiste el estimulo. Los perros
con CIE funcionan normalmente en reposo y con ejercicio moderado, pero cuando se ejercitan vigorosamente en un
estado de alta excitacion, se vuelven descoordinados y colapsan. El descanso da como resultado una recuperacion
completa, presuntamente porque la dependencia del DNM1 para la neurotransmision se ha reducido. La mutacion
Arg256Leu en DNM1 asociada con CIE esta en la region limite entre la GTPasa y los dominios centrales, para los
gue la funcién precisa alin no esta clara. Las mutaciones inducidas en el dominio central o su limite con el dominio
de GTPasa de los genes DNM1 ortélogos afectan a la agregacién de dinamina y al ensamblaje en membranas, y en
algunos casos causan una pérdida de funcibn motora dependiente de la temperatura a altas temperaturas
ambientales. Hasta la fecha, excepto para CIE en cobrador de labrador, no hay otra mutacion de DNM1 de origen
natural conocida en especies de mamiferos. Las mutaciones de DNM2 se han asociado ya con miopatia
centronuclear y la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth, que no se parece al CIE.

En conclusidn, los inventores han identificado una mutaciéon del gen DNM1 que est4 muy asociada con CIE en el
perro cobrador de labrador. Este hallazgo llega en rapida sucesion con el descubrimiento de una mutacion de
insercion de SINE en el gen PTPLA responsable de miopatia centronuclear en esta raza, y demuestra
adicionalmente la utilidad de la cartografia génica en modelos caninos. La mutacion Arg256Leu de DNM1 es una
mutacion candidata muy convincente a causante de CIE debido a la funcion esencial de la proteina dinamina 1 en el
reciclado de vesiculas sinapticas y a la alta conservacion evolutiva de esta proteina entre diversas especies.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la determinacién de si un perro tiene o estd predispuesto a desarrollar colapso
inducido por el ejercicio (CIE), que comprende la etapa de detectar en una muestra de acido nucleico del perro un
alelo G767T de dinamina 1 asociado a CIE en la SEQ-ID-No. 1, en el que la deteccion del alelo G767T de dinamina
1 es indicativa de que el perro tiene o esta predispuesto al desarrollo de CIE.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que antes o junto con la deteccion, se somete la muestra de
acido nucleico a una etapa de amplificacion.

3. El procedimiento de la reivindicacion 2, en el que se amplifica la dinamina 1 o una porcion de la misma.

4, El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la etapa de deteccién es
mediante a) hibridacién especifica de alelo; b) analisis por tamafio; c) secuenciacidn; d) hibridacién; e) digestion con
nucleasa 5’; f) polimorfismo de conformacion monocatenaria; g) extension especifica de cebador y/o h) ensayo de
ligamiento oligonucleotidico.

5. El procedimiento de la reivindicacion 4, en el que el andlisis por tamafio es precedido por una digestion con
enzima de restriccion.

6. El procedimiento segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que al menos una sonda
oligonucleotidica especifica del alelo de dinamina 1 (G767T) se inmoviliza sobre una superficie sélida.

7. El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el perro es un cobrador de
labrador, un cobrador de la bahia de Chesapeake, un cobrador de pelo rizado o un pastor escocés.

8. Un kit para determinar la existencia o la susceptibilidad de desarrollar colapso inducido por el ejercicio (CIE)
en un perro, comprendiendo el kit un primer oligonucle6tido que hibrida en 5 o 3’ con un alelo de dinamina 1
(G767T) en la SEQ-ID-No. 1 y que comprende adicionalmente un segundo oligonucleétido cebador que hibrida en 3’
o 5' respectivamente con el alelo, de modo que el alelo puede amplificarse mediante reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR).

9. El kit de la reivindicacién 8, en el que el primer cebador y el segundo cebador hibridan con una regién en el
intervalo de entre aproximadamente 50 y aproximadamente 1000 pares de bases.

10. El kit de una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 9, que comprende adicionalmente un medio de
deteccién.

11. El kit de una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, que comprende adicionalmente un medio de
amplificacion.
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ATGGGCARCC
TCCGCTATCG
AGCGCCGGCA
TCAGGCATTG
GCCGAATTCC
ATCGAGGCTG
AACCTCCGCG
ACCAAGGTCC
ATGCAGTTCG
CTGGCCAACT
ATYGGGGTCA
GAGAATAAGC
GACATTGATG
TCCCACCCAT
CTCAACCAGC
CAGAGCCAGC
GACCCAGCAC
GAGAAGCGCA
CGCATCAACC
GAGARGGAGC
GGGCTCTTTA
CGRAGRACCGT
CAGTGCACCA
ACCACCCACA
ATTGAGCTGG
CAGAGGAGCA
ATCCGGAAGG
TACTGGTTTG
AARGAAATACA
TCRAGCRAGC
CGGCAGCTGG
CTGCGGGCTG
GAGAATGGCT
ACCATCCGGA
ATGCCGAAGA
CTGCTCGCCA
CAGGCGCAAC
ATCATCGGCG
TCCTGGCTGC
CCGCAGCGCC.
GGGCCTCCGC
GCTTCCCCTG
CCCGGGGTCC
CCCTTCGACC
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GCGEGCATGGA
GCCAGAACGC
AGAGCTCGGT
TCACCCGACG
TGCACTGCAA
AGACCGACCG
TCTACTCGCC
CAGTGGGGGA
TCACCAAAGA
CTGATGCTCT
TCACCAAGCT
TCCTTCCCCT
GCRAAGAAGGA
CCTACCGCCA
BACTGACCAA
TACTGTCCAT
GCAAGACCARA
TTGAGGGCTC
GGATCTTCCA
TCCGGAGAGA
CCCCAGACAT
GTCTCAAGTG
AGRAGCTGCA
TCCGGGAGCG
CGTACATGAA
ACCAGATGAA
GCTGGCTGAC
TCCTGACCGE
TGCTCTCCGT
ACATCTTTGC
BACTGGCCTG
GCGTATATCC
CAGACAGCTT
ACCTGGTAGA
CCATCATGCA
ACCTETACTC
GGCGCGACGA
ATATCAACAC
AGGTGCAGAG
GAGCCCCCGE
CTGCTGGGTC:
ACCCCTTCGG
CCAGCCGATC
TCTAAR (SEQ

GGATCTCATC
GGACCTCGAC
GCTCGAGRAT
GCCCCTGGTC
GGGGAAGRAR
GGTCACTGGC
TCAGGTCCTG
CCRACCTCCT
GARACTGCCTC
CARGGTTGCC
AGARTCTGRTG
GCGCRGAGGC
CATCTCAGCT
CTTGGCGGAC
CCACATCCGG
TGAGAAGGAG
GGCCCTGCTG
CGGGGACCAG
TGAGCGCTTC
GATCAGCTAC
GGCTTTTGAG
TGTGGACATG
GCAGTACCCC
TGAGGGTCGC
TACCRATCAT
CAAGAAGRAG
CATCARCARAT
TGAGRATCTG
GGACRATCTG
CCTCTTTAAC
TGAGACGCAR
TGAACGCGTT
CATGCACTCC
CTCATACATG
CCTCATGATC
GTGCGGGGAC
GATGCTGCGC
GACCACCGTC
CGTACCGEGCC
CGTGCCCCCA
CGCCCTGGGG
TCCTCCCCCC
GGGTCAGGCA
ID NO:1)
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CCGCTAGTCA
CTACCGCAGA
TTCGTAGGCA
CTGCAGCTGG
TTCACTGACT
ACCAACARGG
ARTCTGACAC
GACATCGAGT
ATCCTGGCTG
ARGGAGGTGG
GAYGAGGGCA
TACATAGGGG
GCCTTGGCYG
CGCATGGGCA
GACACACTGC
GTGGAGGAGT
CAGATGGTCC
ATTGACACCT
CCCTTTGAGC
GCCATCAAGA
ACCATTGTGA
GTTATCTCGG
CGGCTGCGGG
ACCAAGGAGC
GAGGACTTCA
GCTTCAGGGA
ATTGGCATCA
TCCTGGTACA
AAGCTACGGG
ACTGAGCAGA
GAGGAGGTGG
GGGGACARGG
ATGGACCCAC
GCCATCGTGA
AACAATACGA
CAGAACACAC
ATGTACCACG
AGCACGCCCA
GGACGCAGGT
GCCCGGCCCE
GGGGCGCCCC
CAGGTGCCCT
AGTCCGTCCC

ACCGGCTGCA
TCGCGGTGGT
GGGACTTCCT
TCARTGCCAC
TCGAGGAGGT
GCATCTCGCC
TGGTGGACCT
TCCAGATCCG
TGTCCCCCGC
ACCCCCAGGG
CAGATGCCCG
TGGTARACCEG
CTGAACGCAR
CACCCTACCT
CGGGGCTCCG
ACARAGARACTT
AGCAGTTTGC
ATGARACTGTC
TAGTCAAGAT
ACATCCATGGC
ARARGCAGGT
AACTAATCAG
AGGAGATGGA
AGGTTATGCT
TAGGCTTTGC
ACCAGGATGA
TEARGGGGGEE
AGGATGACGA
ACGTGGAGAR
GGARTGTCTA
ATAGCTGGAR
AGARAGCCAG
AGCTAGAGCE
ACARGACCGT
AGGAATTCAT
TGATGGAGGA
CACTGRAGGA
TGCCCCCGCC
CRCCCACGTC
GGTCGCGGGE
CCGTGCCCTC
CGCGCCCCAA
GTCCTGAGAG

GGACGCCTTC
GGGCGGCCAG
GCCCCGAGGG
CACAGAATAT
ACGCCTGGAG
GGTGCCCATC
ACCCGGAATG
GGACATGCTT
CRACTCCGAC
TCAGCGCRCC
AGATGTGCTA
ARGCCAGRAG
GTTCTTTCTC
ACAGAAGGTC
GRACAGGCTG
CCGRCCTGAT
TGTGGACTTT
AGGGGGAGCC
GGAGTTTGAT
CATTAGAACG
GRAGARAGATC
CRCGGTTAGA
GCGCATCGTG
CCTCATCGAT
CAATGCTCAG
GATTCTGGTC
CTCCAAGGRG
GGAGRRAGAG
AGGTTTCATG
CAAGGATTAT
GGCCTCTTTC
CGAAACAGAG
GCAGGTGGAG
GCGTGACCTC
CTTCTCGGARG
GTCGGCGGAG
GGCGCTCAGC
CGTGGACGAC
CAGCCCCARCG
CCCTGCTCCT
CAGGCCGGGEG
CCGLCGCCCCG
CCCCAGGCCC
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Figura 3

PLVNRLQDAF
LQLVNATTEY
NLTLVDLFGM
KEVDPQGQRT
ALAAERKFFL
VEEYKNFRPD
PFELVKMEFD
VISELISTVR
EDFIGFANAQ
SWYKDDEEKE
EEVDSWKASF
AIVNKTVRDL
MYHALKEALS
ARPGSRGPAP
SPSRPESPRP
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SAIGQNADLD
AEFLHCKGKK
TKVPVGDQPP
IGVITKLDLM
SHPSYRHLAD
DPARKTKALL
EKELRREISY
QUCTEEKLQQYP
QRSNOMNEEKK
KKYMLSVDNL
LRAGVYPERV
MPEKTIMHLMI
IIGDINTTTV
GPPPAGSALG

LPQIAVVGGQ
FTDFEEVRLE
DIEFQIRDML
DEGTDARDVL
RMGTPYLQKV
QMVQQFAVDF
ATKNIHGIRT
RLREEMERIV
ASGNQDEILV
KLRDVEKGFM
GDKEKASETE
NNTKEFIFSE
STPMPPPVDD
GAPPVPSRPG

PFDL (SEQ ID NO:2)

SAGKSSVLEN
IEAETDRVTG
MOFVTEKENCL
ENKELLPLRRG
LNQQLTNHIR
EKRIEGSGDQ
GLFTPDMAFE
TTHIREREGR
IRKGWLTINN
SSKHIFALFN
ENGSDSFMHS
LLANLYSCGD
SWLOVQSVPA
ASPDPFGPPP

FVGRDFLPRG
TNEGISPVFI
ILAVSFPANSD
YIGVVNRSQK
DTLPGLRNERL
IDTYELSGGA
TIVEKKQVEKEI
TEKEQVMLLID
IGIMKGGSKE
TEQRNVYEKDY
MDPQLERQVE
QNTLMEESAE
GRRSPTSSPT
QVPSEFNRAF

DNMA1 de perro

DNM1 de perro (CIE)

DHNM1 humano
DNM1 de ratdn
DNM1 bovino
pollo

Danic rerio

Drosophila
C elegans

DHM1 de perro
DNM2 humano
DNM3 humano
DNM2 de ratdn
DNM3 de ratdn

241 DIDGKKDISA ALAAERKFFL SHPSYRHLAD
DIDGKKDISA ALAAFMKFFL SHPSYRHLAD (SEQ ID NO:4)

241

DIDGKKDITA
DIDGKKDITA
DIDGKKDITA
DIDGKKDIQA
DIDGRKDIRA

ALAAERKFFL
ALAAERKFFL
ALAMERKFFL
ALAAERKFFL
ALAAERKFFL

SHPSYRHLAD
SHPSYRHLAD
SHPSYRHLAD
SHPAYRHMAD
SHPSYRHMAE

DIEGRKDIHQ
DIVGREDIRA

DIDGKEKDISA
DIEGKKDIRA
DIDGKEDIKA
DIEGKEDIRA
DIDGKKDIKA

ALAAERKFFL

SHPSYRHMAD

ALDAERKFFI

ALAREEKFFL
ALAAERKFFL
AMLAERKFFL
ALAAERKFFL
AMLAERKFFL

SHPSYRHMAD

SHPSYRHLAD
SHPAYRHMAD
SHPAYRHIAD
SHPAYRHMAD
SHEAYRHIAD

30

(SEQ ID NO:3)

(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ

{SEQ
(SEQ

(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ

1D
ID
10
ID
ID

ID
1D

ID
ID
ID
1D
ID

NO:
NO;:
NO:
1 6)
NO:

NO

NO:
NO:

NO

NO

5)
126)
127)

7)

8)
9)

:3)
NO:
NO:
:124)
NO:

10)
11)

125)
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ATGGGCAACC
TCCGCTATCG
AGCGCCGGCA
TCAGGCATTG
GCCGAATTCC
ATCGAGGCTG
ARCCTCCGCG
ACCRAGGTCC
ATGCAGTTCG
CTGGCCARCT
ATlceeGTCA
GAGAATAAGC
GACATTGATG
TCCCACCCAT
CTCARCCAGC
CAGAGCCAGC
GACCCAGCAC
GAGAAGCGCA
CGCATCAACC
GAGARGGAGC
GGGCTCTTTA
CGAGARCCGT
CRGTGCACCA
ACCACCCACA
ATTGAGCTGG
CAGAGGAGCA
ATCCGGAAGG
TACTGGTTTG
AAGRAATACA
TCARGCARGC
CGGCAGCTGG
CTGCGGGCTG
GAGAATGGCT
ACCATCCGGA
ATGCCGAAGA
CTGCTCGCCA
CAGGCGCAAC
ATCRTCGGCG
TCCTGGCTGC
CCGCAGCGCC
GGGCCTCCGE
GCTTCCCCTG
CCOGGGGTCC

GCGGCATGGA
GCCAGAACGC
BGAGCTCGGT
TCACCCGACE
TGCACTGCAR
BGARCCGACCG
TCTACTCGCC
CRGTGEGGEGGEA
TCACCARAGAE
CTGATGCTCT
TCACCRAGCT
TCCTTCCCCT
GCARGRAGGA
CCTRCCGCCA
BACTGACCAR
TACTGTCCAT
GCARGACCRR
TTGAGGGCTC
GGRTCTTCCA
TCCGGAGAGR
CCCCRGACAT
GTCTCAAGTG
AGAAGCTGCA
TCCGGGAGCE
CGTACATGRA
ACCAGATGRA
GCTGGCTGARC
TCCTGACCGC
TGCTCTCCGT
RCATCTTITGC
AACTGGCCTG
GCGTATATCC
CAGACARGCTT
ACCTGGTAGA
CCATCATGCA
RCCTGTACTC
GGCGCGRCGA
ATATCAACAC
BGGTGCRGAG
GAGCCCCCGC
CTGCTGGETC
ACCCCTTCGG
CCAGGTGA
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GGATCTCATC
GGACCTCGAC
GCTCGAGAAT
GCCCCTGGTC
GGGGAAGAAA
GGTCACTGGC
TCAGGTCCTG
CCARCCTCCT
GAACTGCCTC
CAAGGTTGCC
AGATCTGATG
GCGCAGAGGC
CATCTCAGCT
CTTGGCGGAC
CCACATCCGG
TGAGARGGAG
GGCCCTGCTG
CGGGGACCAG
TGAGCGCTTC
GATCAGCTAC
GGCTTTTGAG
TGTGGACATG
GCAGTACCCC
TGAGGGTCGC
TACCAATCAT
CAAGRAGAAG
CATCAACAAT
TGAGAATCTG
GGACRATCTG
CCTCTTTAAC
TGAGACHCAR
TGAACGCGTT
CATGCACTCC
CTCATACATG
CCTCATGATC
GTGCGGGGAC
GATGCTGCGC
GACCACCGTC
CGTACCGGCC
CGTGCCCCCA
CGCCCTGGGG
TCCTCCCCCC
2538

32

CCGCTAGTCA
CTACCGCAGA
TTCGTAGGCA
CTGCAGCTGG
TTCACTGACT
ACCAACAAGG
ARTCTGACAC
GACATCGAGT
ATCCTGGCTG
ARGGRAGGTGG
crEGRGGGCA
TACATAGGGG
deleii(elele - &
CGCATGGGCA
GACACACTGC
GTGGAGGAGT
CAGATGGTCC
ATTGACACCT
CCCTTTGAGC
GCCATCARGA
ACCATTGTGA
GTTATCTCGG
CGGCTGCGGG
ACCRAGGAGC
GAGGACTTCA
GCTTCAGGGA
ATTGGCATCA
TCCTGETACA
AAGCTACGGG
ACTGAGCAGA
GAGGAGGTGG
GGGGACARGG
ATGGACCCAC
GCCATCGTGA
ARCAATACGA
CAGRACACAC
ATGTACCACG
AGCACGCCCA
GGACGCAGGT
GCCCGGCCCG
GGGGCGCCCC
CAGGTGCCCT

(SEQ ID NO:12)

ACCGGCTGCA
TCGCGGTGET
GGGACTTCCT
TCAATGCCAC
TCGAGGAGGT
GCATCTCGCC
TGGTGGACCT
TCCAGATCCG
TGTCCCCCGE
ACCCCCAGGG
CAGATGCCCG
TGGTAAACCG
CTGARCRCAR
CACCCTACCT
CGGGGCTCCG
ACARGAACTT
AGCAGTTTGC
ATGARCTGTC
TAGTCARGAT
ACATCCATGG
ARAAGCAGGT
ARCTAATCAG
AGGAGATGGA
AGGTTATGCT
TAGGCTITGC
ACCAGGATGA
TGAAGGGGGG
AGGATGACGA
RCGTGGAGAA
GGAATGTCTA
ATAGCTGGAA
AGARAGCCAG
AGCTAGAGCG
RCAAGACCGT
AGGARTTCAT
TGATGGAGGA
CACTGRAGGA
TGCCCCCGCT
CACCCACGTC
GGTCGCGGGE
CCGTGCCCTC
CGCGCCCCAA

GGACGCCTTC
GGGCGGCCAG
GCCCCGAGGE
CACAGAATAT
ACGCCTGGAG
GGTGCCCATC
ACCCGGAATG
GGACATGCTT
CAACTCCGAC
TCAGCGCACC
AGATGTGCTA
ARGCCAGAAG
GTTCTTTCTC
ACAGAAGGTC
GRACAGGCTG
CCGACCTGAT
TGTGGACTTT
RAGGGGGAGCT
GGAGTTTGAT
CATTAGAACG
GAAGRAGATC
CACGGTTAGR
GCGCATCGTG
CCTCATCGAT
CRATGCTCAG
GATTCTGGTC
CTCCARGGAG
GGAGRAAGAG
AGGTTTCATG
CAAGGATTAT
GGCCTCTTTC
CGARRCAGAG
GCAGGTGGAG
GCGTGACCTC
CTTCTCGGAG
GTCGGCGGAG
GGCGCTCAGC
CGTGGACGAC
CAGCCCCACG
CCCTGCTCCT
CAGGCCGGGG
CCGCGCCCCG
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1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
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1560
1820
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1740
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1860
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12E0
2040
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2160
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2340
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2460
2520
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PLVNRLODAF
LOLVNATTEY
NLTLVDLPGM
KEVDEPQGQRT
ALBRERKFFL
VEEYKNFRPD
FFELVEMEFD
VISELISTVR
EDFIGEFANAQ
SWYKDDEEEKE
EEVDSWEASF
AIVHNETVEDL
MYHALKEALS
ARPGSRGPAP
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SAIGQNADLD
AEFLHCKGKK
TKVFVGDQPP
EsviTkLDLM
SHPSYRHLAD
DPARKTKALL
EKELRREISY
QCTKKLQQYP
QRSNQMNKKK
KKYMLSVDNL
LRAGVYPERV
MPKTIMHLMI
IIGDINTTTV
GPPPAGSALG

(SEQ ID NHO:13)

33

LEQIAVVGGD
FTDFEEVRLE
DIEFQIRDML
fEcTDRRDVL
RMGTPYLOKV
UMVQOFAVDE
AIKNIHGIRT
RLREEMERIV
ASGNQDEILV
KLRDVEKGFM
GDKEKASETE
NNTKEFIFSE
STPMPPPVDD
GAPFVFSREG

SAGKESVLEN
IEAETDRVTG
MOFVTKENCL
ENKLLFLRRG
LHQQLTNHIR
EKRIEGSGDQ
GLEFTPDMAFE
TTHIREREGR
IRKGWLTINN
SSKHIFALFHN
ENGSDSFMHS
LLANLYSCGD
SWLQVQSVPR
ASPDPFGEPP

FVGRDEFLFRG
TNKGISFVPI
ILAVSPANSD
YIGVVNRSQK
DTLPGLRNRL
IDTYELSGGA
TIVEKQVEKI
TEEQVMLLID
IGIMKGGSKE
TEQRNVYEKDY
MDPOLERQVE
ONTLMEESRE
GRRSPTSSPT
OVPSREPNRAP
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480
540
600
660
720
780
B40



Figura6.

ES 2375260 T3

Eo B |
D NOLAO
B MO O
DA 2
. asd
o A0 3p

1 sBg 0 MO By
1 =g BRI

2
33
s @
b
(4]

SEQ 10 MO Y
S50 D Ay S
Dot e
ABG D02
O NO

sEG D A0 3g

3Ba b - 34
1 324 0 NO. aT

3
s
2
2
3
"

1 sga 1D NPLRT
1 ke

1
1
1

opeAasSqo U e ~

eseizeczszaom] VS 09z @
orzssvoceozaoe IV DSl «

wiseridzsom] U8l «
TOUSLPOCIDTAIE b 0 E.”
zvevivotenzaomE] LB BSNLE O
smmuaz:m%}ﬁ s S
szerivoconzdom] OIS 65 % & ﬂﬂfﬁe‘;‘f
095 LYOTSDZANE ot WSl O L %*"@

o o
szvivossoziom__ BOL 65|03 GO,

;A] 13 SEm 1pee

R

AR
|
ATCGCCCCCGATTCAA 3 ska

ln
(o
5
2
2
a
S
uw
%
s

ﬁ%@ea sga

i
T

ALY

;

ACCAAG 2 %84
CAGA 2 3EGQ

sl B

! "t!'t"l’:l_;"r;];‘q‘-%" s
essizezzszion P56 BSIO 0
VI LTMETET _t_.a?* ;
reszvorzszaong _ OUD B3jeo C
ressirtzszaon] B8R BSloin o0 000
stzeirorenzaia] 998 BShL R E
ZESYLR4ZADIE 5L 85| (0t 10 (a0
SvirlvOIenTd
| Frddaalwd 3£
SLBLICTETANG
BAYM T WOXT 53
_ avELIeIsrdng
S 3MNQ ap 9 uoxa
LS89 SCISTd
BL¥I0EZS TS
LEPZTIRETETA
DTELIYEZSTd
ZLLTIYATINE
LELSLLETETADIE]
9595 LETSTADIE
LICOTTELSTS .
SSBEPITCSZAOME b3 B4l
S.00ZLEESTAME) 1
SRECLYOTIDZAD
RECLFITEDTd
¥99ECLEZETd
BLECLPOCIDLS
SL9TLYOCIDTINE
LPECLYOLODTANE
£9LBLOCTSTANE
295TETSId
LREESILISTIA
890LZZEESZADIE
c8sredz 4018} -
oErEiedTd
DERLLHLIZADNE
D0LETEZST
§8TZLLdES
°3ZCLPOLaDEY

i wk i T Cl am i
- o o o -
] £l T e I T T
- # ; A T :

4

mtopar-

n
i
L B
=

TECAAGE

I I;'}E.J

AlG

TATCCC

] i}
Emwwmuuuuum
1{¢¢¢g¢¢quuuuuuu

EEEEEREEE
SEEEEEREEEEE
&5
ok
G

i
GATCCGA

UOUUUIRULFLULOFEFW
1{1{¢g{¢ﬂﬂﬁiiiiﬂ

) BITI0 O OO L O
FooOQooLLLL
‘%’i_‘"r.;:uuuuuu O

Eie OO0 0DOLDOOLLLULDOLL

i s

ILOLVVOVOOOV
FOLLDOULODOLO -

TCC

34



ES 2375260 T3

(€ rova @35

feotbfeemonifelSooyI000 WO LODVODYYID0 LLOOYYILIL D1 YOLIL OvYD
99 139VOIILIVYIINIITIDLOLO LD 1201 W31 09 L WY VWY YIOVILOL
L9V2OLYLLIDIYIVDDOIILYOWIILLOYDILYIYD LIDL DY I OVDD009 1OYID
2LOOWYIIVE LYYDOIIIVLIIVDD LODLIVOVD LD LvvD L D7 LieanBpoesafoppos

A woerdr OIE

V2 | oooepoeeBBepoaofin

Sh:ioQ ! D3
nBoooesoBoman

(Lte: oov 2t 233, Beoxooboo

e benofifooop OB fonsobiexsxaboromfifoleiBefibo ovnl 0090 LW LD LD 9L IO
D100 72199 30901 31 vIDS YYD IO 00 L v 199920 DD YO LODOYE
JLvOvDal 00 1O9YDOYD0 L1 OVDLOvD LIV DS v DOl OvOD 100 LL

YY9I00LY LyybeiebiBoypocoBorsaopopescoiopaceyabies bey b 608y 660, 66w ooebo b
iz beefESEeoogie P E66,616:6:5 686m15; Beabbeet eb 65 6i0eb 66 e60 66, &y By to 66 ey et eelioe

e B eeee 6666 5eoe b6 im0 e bpesbByebiepiplip By eeBpbanbeyabbifbe Be BGe

fth:mva' b

1% sefee e 666668

Tk LoD O
obepobbp)6ebetites

(1pova " Dos)
E16ef66eb060:0)Eubobaese beeboeeebeseew BA6BBeorBEpioom)elpes
BB petbey i) pbceebpiocbenobip) b6 ebebbermoomoeooobeo o icooe oy
eobeonefifopiobielCoyIVIIYIDD LYY L9 L0OYID ] 201991 200099000

Y219 LLYI99VIL999vD 30209190 L 10y oisijempeeapesaeb)eietpo oy 100 I B gE e ewa! BT
Bfeayeaasbehblieyese b eanaasbibifh) efbes b)Besxs s el G) bete He 68 6 e 558) 6615 Gee) 0¢S | pemibbefbbG0betent wpprbpbenpn
(At igv A g IXAXNLDDEDIDEDE
obeaapapaasoiafiofos efifo footoofipiobifoon fenfoyoe Saboofod befioosoBexyooboln
of Bfomoaib GboonBiomantines fofiofeforsbobabfobefitaif oy 0 WISOL LI VYOYDILD
SLIDILIDVEYY IO D200 DvIY 002090 1991 99090 LYDYID0 DV LODvDOL
JOVIO20VYIVOIDDOLVIOO00LOLILOOSOVOOWIDLOOODOWWILOWLODJDaL | | e e wac £ 10V O B3
{uhﬂidﬂﬂwuhﬁumﬂuﬂgmﬁhﬁmﬂgmmﬂmﬂoggﬁmﬁmﬂm e
L 665 mmﬂ_mmﬁ&ﬂ.ﬂamn BesexBeeesoaeed

OSJ9AUIl JopeQga) | ©

uQ1231J1p0d

lopega) lopegad Jed




ES 2375260 T3

(s o0y Q' 0352 9OVIDDIOVOOLOOVOOYYIIOLLDOVYILOLIDL
YOLILIVYID9D130vD 23 1L3¥VIIDI3I0312LDL392L321vILIDDLIVYIVD
YYYOOVILOILLOVIDLYLLIOLYIVIO DD LVOVIOLLOYDILYIVOLIDLIOVYD

AVODD0919YI00199vWIIVOLYY D922 IV.LIDvIDLOTLOVIVOLILYVYDLIDL ¥ LO————0Y
(o0 2 3]
DOYILIDDTLIVLIILODDIDLIOVYILVIDIOLDD0DD
131%2999%Y Iy I0YID9 LIV ILIDD VDIV LIDDYO ILYOYIDLIDDD
Y.199voOvolLLIVOLIVI LLYYVOYYDo00vYI0L0vI0.100U vwO 00V LYY € 1OV
210
so odlwouab alejquesud
[ A 9/9 uos opelaje
ou ouad T A sopelsje
souad g ‘z uosul [9p
Z dNS ‘9/9 s 00jwouab
alejgwesus E ‘919
F..ur..n__d Q' vas) s9 opeoaje ou ouad T
OVOVIOYI0DLYVYILODLD '/ Uos sopeloaje sollad
OVIOLI0L00L0002900V0000VILOLLYIDDOVYILDOOVOI0200.L30LL0¢DD [ LO——=9¥ |2z 'T uohul |3p T dNS
' (8hiowT Vi)
OV209YLOJLLLYYOYDILIDLODI LYV ID0I0022VaVID99099
91991992921 YOV IS IIV.LIIVIILIIVOOIDIVYOVYIIDOILYLIODIOLILLD] ase] Ua 0IdIul 3p SBUOP0I
OWDOYID1L0900 v ILOY L0002 LvILILYOOYDOLY OO0 000WV 090 LY T 19--——= | sgiqisod sop  uaisIx3
seyoipalid
awedwsa A 91109 soleuaWod
eyoIpald UQXs ap BIOUSNISS uox3 | ep oOllIs ap selousndas | A sowsijiowijod

g/ einbiy

36



ES 2375260 T3

4 5 om O B3E

mﬁnumwmﬂnmmmnmﬂmmmﬂummmﬁ.muﬂmwﬂ LIYI991¥I0L
_.,u,.{mﬁu.Euuwu_q._.um{uEwqwqwﬁmwuupumxmmﬁuﬁh{utkmmumEmm
seabpoppbympobpbesetjrobieetbesbetibenobtym oo 6606 BabEbeetaa6ib6
sefiobpooeebiesesopoebiesoposizosesooepebbe) bef66666efeabi66esoo0mbeses
EeifoyyI L9V LI09VO LLLII20LLI909VOLYIILLILVDD0IVYILYIDIITIOVID
D0DYILDLIVYDLY LI IVIVO LIVOYIOYODDH I 109980Y0 L I YISO yoYa L L

1I¥99 191091 L19VWI9YDIL09.1volesssiesioppexdielboejassobesbpbiob 25008 35
EeeseafpoptiteszoennmabbbepbtGoorabiopoabinbetpeafersoesefopee Q' pas Qv ags
2a00602066e616y00 129 LOD000VVIIVOVYIOIVIOYIIIVO LYE LOIVOIDLLOY
YOIV LIOYODYIDLDOVIOWYOYDL LYDILD LOVLIOOVIDOVEYID LIDOY VYD JPEINE] Omeaa
9221299552291V IV IVODDII LY IVIIVY IOV LOvy D 6e2122300019303120600) GT8 Hoeojobbiod Plea6Bi6o 6 A8 ‘/ sauox3
haioov 2 B3g
BeoefB66ABoBeobeeelbbbioobbeopeetileeiBaya oYy LI LSOYYOY
Uikuu.mkum.u{u{uummh.ﬂﬂwuu__n__m..uumm LLOY D920V 1001300001 31L0L
1L LOYY DHIYYDLODADDOLLIDDDLDDYILO LY IVEOYYOYYIDO YD LLYIVOSD
VYOYI0DYYOOIVYY 19019999V LIV L)DEEse0 0003680 )0e 61000001 66/08626 £5 100 es o0y
36ifipooraonoeayanccobosessedooeioniobbeBbelfoyOvID09 100001100100V a» 3t Ql v3s
YIVvOvaY.LID1D1YOYDID 29 LVOVIYID0OWS YOO LYO LD LYOW LIOYWIIWD
LY21 99984 v ovIanay L obepacabiabparioooetfbefiebeatiBiesbetebbeb)b Enbjaoooee BeBeabebe
Woo910)66)8)e0b)GebbiE6esbeebtt)biebebtte)566) 61666 e666e6)666,6e)66eabiefeabebes 185 oeoebified) BBiob6Bebiee 9 A G sauox3
oj1onpoud uoQIoedI}IP0od
o1onpoud [ap eIoUBNIAS | |9p ouewe] | OSIJaAUlI lopega) | ap lopeqga)d lopegad Jed

D/ einbiq

37



ES 2375260 T3

L€ ooy Q) ®RAS) OVLIVODOLYIOD

souewny salas us auasald ugigue)

19Oy I LY DD DD L I8V I L YEYDYEYD D 2L DDYESYYOYD LD L] IBYODIY 6 oo——-oy | BISe (DD Sluswelsiouod) 19 ou ows |3
(T90N dl ©35) 9YOLYIDLLDLYODIIYYILYI0 202000099 ILD LOYYE LY LODYINVD LLYDOY

DOVHNOOIILI995YO L LVIDIOVYEVDL L I VOSILO 1091 | 1 OWIOYIDLD9 ¥ 8 190V

(oa:00v Q1 b35) /D s8 0d1wouab sfejguesus

VI92LIDL22209WVIIVOVYIDIVIONIIOVD @ ‘O/9 so opepde ou ouad T ‘O/O

JYOLVDIOLLIVYOYYIV LOYVOOVIOLOOVOONVYOVILLYIJLOLIVLIDOVIOD uos sopelsje souad g ‘g UOXd 9P ZdNS

YOVIDLI09VIVYDDI0L29099 230010V IVIVOD DI LY IVIOVY I OVILIYYD A 19--—--—8% | g ugxa |ap olul [ap .G 0isnl 2 ugnul [9p NS

(650N QI D3S) OYIOVYILIDIDOVYDY IV LI OV LI DOV IV oD IV OO IOV Do
IY22923%LIILYIIIVIIILILIL LI DL IOV IDOWYO LIDAIDOLLIDDLIDYIL R

2 IRIEIEVEIAFTIEIEY | WE | 1INV TN | £1611 SISV | WY | 6 9 19 ov

/D s8 0d1wouab sfejguesus

|2 ‘1/D uos sopepae ou souad g ‘1/1

so opelaje ou ouad T ‘D/D UOS sopeioaje

ou souad ¢ ‘Q/D uos sopeaje souad

2T '9 uodul [9p TdNS (31D uoleINw) 979 s

0o1wouab alejquesua |9 ‘1/9 UOS sopelosje

ou souad 9 ‘9/9 uos sopelosje ou sousad

9 ‘1/1 uos sopeiosje souad gT ‘9 UgxXa |ap

ZdNS D/0 so oolwguab afejquesus |9 ‘1/D

uos sopeldaje ou soliad g ‘D/D UOS sopeloaje

ou souad g ‘I1/D se opepsje ou ouad

T ‘D/D uos sopeloaje souad ZT ‘9 uoxa [ap

TdANS D/ s oolwouab alejquesus |9 ‘1/D

sa opeloaje ou ouad T ‘D/D UOS sopeioaje

ﬁ_mk. o 3 B3s) souad Z 'S uoxa [9p ZdNS ‘1/1 S8 021wouah

_OVOVIDDDLI090LLODLODVVLYVOVOVLIOLOLVOVIOIIID sfejquresus |9 '1/O S8 Opeafe ou T

LYOVOVIDOOVIAVOOLYOLILVOVLIOVYIOVILVILOODDALYIIVIDIDOVILD S 19——-—8W¥ | ‘1/1 uos sopejodje souad g ‘G uoxa |9p TINS
seyoipa.id
awedws
A 21102 ap onis

eyoIpald UQXa ap BIQUBNISS | UOX] | ap SelouUanoJas soleluaWwod A sowsijiowljod

az einbi4

38



ES 2375260 T3

(& wexv L' ©ag ) exoobieBB6E|BeiBeyesioebEE6eb6e6666eebobere)5 b6
1oRbBbfpetbesombebifc | 1] 1 vovo )l vobeabymooenbbientybbbooyobieboopog

opppasee)bespobipersipateesesnbesobinbenieio)efbbersbibbesenin)bb6eeft66et ELiov <t LoV
90a991000006eb6eBoi0beesaboebbiefBoob)666806)eB6BeBBoobrooBBeosoaeetbebiby QB3¢ Q' 9
YOOVYOOOVI LLODOVYOYVYEVYIVYOLYDVIOVYIOVOOVOYIOWD LOD L Benonusy opfeabee B)6B106
ppRoppebetonfeeteffebebiowobbentestyesttBeobefnencof)Bbmbbinpaoeem S8y 2616)e1661 BBojooorel | T AT Uuoxg
ik iox? 2 ¥35)  o)ebbbesnbbbbecenbbbeebbbbeboriooanog
obebebpiobeesaboebbyeb6a06)666e66)e666ebb0Beaooabibesasoeetbed|bbeorenbbbes ot oy
mobfeebesfeeseefieferseesbebbebeafenabfenoponoonoonopebebionfeedefbebeby G E o o
n2966epbeeb)eobB)BesbebpeaanbiBhi bbb 10ooeenb66)Bioobbeascebbe:  : y5)6)616)6 B Q* b
J61616)6:6:6ej000e0ebifeebeeinbbenaopbiBebifyy000 11 | D99VIVILIIVIOVOLYD Gibefeeen ab1ed)
_LYVIOVLVYOLYOVLIOIDD 1OV LIVIVOILYILDD1091V 1 | Hbeeesplieesbiooe 00. ofigeapbes 205830 2T uox3
(8m:0n @ ®3%) B0129000)E2100003666
m&mumnuEﬂﬂwwnnﬂmmﬁwHmmmuwmn_mwuﬁﬁnwuommﬁuuﬂu.mmmmﬂﬁmuﬁﬂﬁmmuﬂmm
G60wme punpoppnebpresenstbpppioeniooomibitioSmorpabniessonsomiasazo
2066613000609100306092901686160 YOOV OOYYIOVIDILODOYOLOIOVODDIILYD i 297 00y
VI00VIOVOLOILVIOIOVOO LYOVOOVIDIID LIDDI0IIVLOVIOVIO Lobed _ Q' nIe
aoorasabaooiooooiopisbbiboeififisoooobibessbooooiobebEeb6)6666)6610yebba001e6610 6)e6666;e0 BByien
ooaboesoBoesooicobBibiBrocBBBoao)enjoooonominob Bexooo bbb oo Beaioot | B0o6h 675 eoebe666 Bybetojoooe TT uox3
(39 2oy Q" 029 ) BeebiopobiieesefearsebessroessbbesbBebBEH6)66
GiobenoosbeoebeolieBbonaioaboessasasesessoaimobobbesabiobioeobonieanonitin
99800000906e3066150066)66000eR1BO YYD VY IO VIO LOVIOVOVY LLDDOVIOVILVY.LOV
VOOOLILVLIOOIYIVOODLILOLIOYVYOLD1I D1 D00V YOYODD LYOVYOYYD LOOVD h Aot €N ooy
OVVWYVOLOLLYIOVOYD LLLLDDDIVIVOVIIIIV.LLLDL D999 vybembolitto Q- e3t Q' oS
oyabaooiooabiBoesed)bioo6bnBeffe1bboopenbeabbiooob66)586:06666e1eeebebie a18)0000b afioabno
eso00ebfebbbobe)ee)6666e6ebeaaobeebipesebbebiebeseneooabooojonieebe;enoomb 0zs Gebebeayo oebeobsele T uox3
o1onpoud 0SJIaAUl uoQlIoBdI}IP0od
01onpoud [gp eIoUBND3S | [9p ouewe] lopegad | ap lopega)d lopegad Jed

3/ einbi4

39



ES 2375260 T3

(bt ‘ot QY P35)  OLOLIVOWOLYD | 4 L9—0Y
(8t "oy Q' m3g)
oY IIVYOOOYILLIDOVYOYYOWY OVYOLYDVIIVY IOVODVOVIOYILIDL €T L9——0V
2T uonuI [3 Ud
n.Fm. g Y ©3%2 19 uogionadal ap aujg1esoIoIW ‘1/1 S8 0oIWouab
YYOJOLLLDOVLY afejquesus |9 ‘D/D S8 opelodaje ou ouad T ‘DD
2L10VDOVDLVILY VIOV LYYILYIV.LIDDOLOOVOLLYLYDILVYILIDLIDLYLLD ZT L2——0¥ | uos sopejosje souad z ‘TT uonuI [9p ZdANS
) M BIOUSNDSS B
(9ton Q' was) US [8p/SUl ‘TT UQAII [8P ZdNS ‘1/L S8 00IWQuaB
OVIOVIDYYIIVIOILO0OVOLD0OVIDDI0L alejgwesua |9 ‘1/D so opeldafe ou ouad T ‘DD
YOV OOYIOVOLOOLY 0 0OVOOLVIVOOYDODIDLI9920203VLIOVIOVIDLD TT L9—9O% | uos sopesje souad g ‘TT uonul [8p TdNS
(st o QY D3Iy
OVYOYYIOVIDLOYIVEYLLDDIVD 9/9 sa 0o1wouab
OYILYYLOYVODILILYLLI D9 1YIVIOLDLDL9VYILILD L D3DVYOYDIILVOYYD alejgwesua |9 ‘v/9 sa opeloaje ou ouad T ‘99
YYD Lo OYYYYYOLOL LY O OVEVO LLLLIDO YOV VIOV .LLLDLIO9999 VY 0T L9—9O% | uos sopeaje souad g ‘0T uonul [9p ZdNS
seyoipalid
awedws A 91100 ap
eyoIpald UOXa ap BIDUBNIAS | UOXT | OIS 8P SeldUaNdas soleluawod A sowsipiowijod

4/ einbiy

40



ES 2375260 T3

Oly: oM

b8 ov

(ne:0ev o ©3g a3 Q' 9%
B apebp Eybpbt
6T v italli o] 8T uoxg
LB “ow =8 :00
T Dag q 35
B6 B e Geeserefh
T0S obyerebbe eesfibeop /T Uox3
hE v €8 o
< IS L1l - 14
Befienfite) apbifbebe
(244 biE6enb ooeebbEpe 9T uox3
gggﬁﬁ%ﬁﬁg _m_.u an.u“ .mu“n h
E{g{ﬁ%h&kgﬁihggg%
Eyefifipo soypolije
6¢S [caaaiilialall] oetipbefl) GT uox3
ojonpoud |ap uQIoe91}IPod
o1onpoud [9p e1oUaNd8S ouewe| 0SJaAUl J0pega) ap Jopegen | lopeqgad Jed

9/ einbiy

41



ES 2375260 T3

L €l orl
Q'oac Q' oI
GpiEGpe appoce
19¢ Bfifeecoe sbiecoppbe 6T uox3

42



ES 2375260 T3

(@0 O O350

/D S8 od1wouab alejquesus
[ ‘1/D S@ opeaje ou ouad T ‘Q/D uOS sopeiosje soulad
Z '6T uoul [9p ZdNS 9/ sd odlwoush slfejquresus |9 'v/v
S9 opelosje ou ouad T ‘9/9 uos sopeldsfe solad zZ ‘8T uoaul
[BP ZdNS ‘D/D so 0d21wouab afejquesus |9 ‘1/] S8 opejoaje

VIVIOOWEOLYIDLOVIDLYILLIOVIVOVILIOO WONDOVOVORWEOOVID0 | 6T 199V | ou ouad T O/ uOS sopejaje souad g ‘T uoNUl 9P TdANS
9/9 so 021Woual slelquiesus |9 ‘O/1L
so opeloaje ou ouad T ‘99 uos sopeldse souad Z ‘T uoul
9P dNS ‘9/9 s 0olwoual alejquesus |9 ‘)Y S8 opelosje
. . VYDVDOVYIYD
(oned B° DIS) 8T 19— | ou ouad T ‘9/9 uos sopeydaje souad z ‘2T UOAUI [P NS
(gu-ov Q' OIS
D991 LOIVYD LI YLY L9399 19999991991 L1 L 009D L ISWLVOOL V/V S8 001wouab alejquesus |8 ‘'9/9 s opersse
SOOIV TEOVOVELO L0900 LNV LIS DO9I LY LY IWAI LD LYY LT 19— | ou ouad T ‘v/v uos sopejoaje souad g ‘LT uOXa [9p ZdANS
(Ewio~ QDI
OYDTIOVILIVOVY LI D309 LD YO ISy Y ILO L v LSO YD 0/0 s 021wouab afejquresus |9 ‘O/0 S8 opeldaje
YOO LOOWDOO0VLIODVYILIL YWWOVDD LOODU D LIN VIV AWWVDVYIvER YYD YD 9T 49—V | ou ouad T ‘1/1 uos sopejosje souad Z ‘GT uoaul [9p NS
(o :000 @Y B3T) oy .
DOV YOS DY LDD LT DL WEWDADO0WDI D0 D1 LD LI OVEEDYYD S0V O B
JL0D005SSYYDLYILYIDOL LY YO YILYIOVILIDOLOD00WYDDOILYDLD ST 19 2 MmN € erouanoas el ud sajdinw [dp/sul ‘GT uoaul 18p NS
seyoipald
awedwsa
A 2102 ap onls
eYoIpald UOXa Bp BIDUBNDAS | UOXT | 8p  SBIDUBNI8S solleluawod A sowsiyiowijod

HZ einBi4

43



nu.. :n wﬂuaﬁﬁ

DLW LIDAID9 1 LIDD LISV LI YIVOSOIDN LS LYY
%rﬁgﬁu{%ﬂiﬁaﬂgﬂ

LEE

90¢

(.€) T2 uox3

ES 2375260 T3

a0l1ogy 2 g
233333 ks esceallaiaalbe e ellealsasllealbalHes a0 3e0418330]

(.5) T2 uox3

(E0T-ON QI £35) mmmmﬂumm

BAGenb6h56ef E
%ﬁmﬁ&mpgﬁmggu«dﬂwﬁauﬁaﬂﬁﬂum
VIOV LOOIY DY OOV YYD LY LYS0090 LD LY DO L0909 DYDER YD LOYID
2OV L9 1YISE L0 YErD V0000 Y IO 00V IEVOS D00 LOVDSEDD
.Euﬁ%ﬁuﬁuﬁﬁmuﬁ:ﬁ%%ﬁﬂﬁtﬂ{
DLLWOSNYDDyEesBoooaEobilmppopaociiep|iienfiobi
uﬂnmwwuw9ﬂu&nﬂuﬁmamunnnmmmumganmmmmwﬂuﬁmmmmmmﬂwadmmwmmnmin

0c uoxd

lopegad Jed

12 einBi4

44




ES 2375260 T3

(oo QY o)

OWIVWILIOL S O I L DO L D00 00D YO0 I I0000LL
YOOI LY IOV IIOLO LI LI S dSIYYRLI9R DSOS LYOYIL

(21D 8p ugiEINW)
1 UOS sopejdaje So| ‘9 U0S sopeldsje Ou SO| ‘9 UOXa |9p ZdNS

T IO YD 00 YLy S D 0O DO YLD L D90 I DVLDD 9 1o—=av | D s eyse] ‘(1/D) A UOS sopeldsje ou Sof ‘9 Uoxa [9p TdNS
Be ap £ uold2alIp ud
OAIJEUIB)E OWBJIXS [9p SIUBJIPOI BIDUSNIAS €| U0I JBlIauo0d
ered swpedws A 9102 9p ONIS 9P [EUSS OWOD BLOI BWlIO)
el 9p 19 |2 esn obue| sew oludsuel) |3 ‘Be,g ns ap sondsap
ﬁm_____..ﬁd._ av B83af) BIOUBNISS B| OAlJeUId)R OWaIIXd 81S8 Uod ewledws A eBLOD
WLIla | weyy as A 9]uedlIPOd BIDUSNIAS B| 3P £ OWAIIXd [9p BIIBD VO 19
VOO0 ES YOO OYENTI LI S L D0 L S DS AL DOS T L VDD X3 ——a | OV US TZ Uoxa |8 adwol as ‘ebre| ewlo} e| Jeredaid ered
LN wov Q7 mge) YD
1% D00 S 0000000000000 I I 20 00 L2200 LSOOI 03L20
1200 L LI 20D L 2000 L L O O O O L D Lo r D0 Xy aooo0
DLTIIIDIILDDD LI I IL I LI FIFDDDITIILITITTD
TOEN S S O DO IS OO SN0 DD YTVDOOVDLD |14 —
(a1 ;0 @ ©IC)
OIOVODITTTILDODY
Raaliaaradibhaaikeslhael-palhessssasensall wse sl ol allaae) )
OOV ILY LD OO0l I LY IO L0000 voEWILIY IOV IO 1D UYIDD
1301 YOYD VOO0 Y D00y OV DO 20 LOVIOYDOLYD LY I IYYD
YoOWD99920190 L 0vLDLI0vI000 L0091 39y DD LI UL D LY LYWESY YOy 0¢ 1gy——aW
seyoipalid
awedwsa
K 2102 ap onis
eyoipald ugxa ap BloUaNIBS uox3 | ap se|ouanoas soleIUaWOod A sowsijlowijod

c/ einbi4

45



ES 2375260 T3

.-u--——-_ﬂ:mﬁ

2 som_ o= L TP .2 Ma.e.ommEsovy e
.22, BE. . CERSIRES2EE>, 508330 I SEIRERTIEISIRT
nur-.:gua--nl:mh = n% s T T oW W T TN O D R T i n:?n--lhr-ﬂ-l---hl-—h-.
. BESSZEREERSZZZEiZCIECORTCEEIRCICEITSS39E33232332
- e - - E =y, — Pl i) -
}\ Z 3&ﬁzzEammeEEmSEEEEEEEEE:EEGEﬁﬁsﬁ mmam&ssssssasﬂ
e P WD E e R D P 6 O P OO D L B ,ﬂ;ﬁhfﬂﬂzﬁ‘:: mems o =
I e R e s FEE R RS PEEE SEEEEEEER S
LR AR RS REG RN RN SRR R RN A SR RRARRRIRNRRRREISRRSESES

= WD ey i ey o 5}_ [ =Lt P 1ﬂ.l:-u"u - ] _*'ﬂﬂ — . D
29 eyt yEYeagrose e o n g s s R R e S N R NR YRS ES S ES
< T 833559558583 8F Eg_&:ﬁ:&gi_ REGRSRREEREEIEEIRIARIRE,

3 8

R o i . DS : BT T P S i T e
HL Y T v - O E T Ly i rome S e S

F = = L R v I T e i L T < A L T M e

T e o e L R Tl e P o et

] " B L, T o WY TPT A N LTI e oy e i TG, )
8 : R = e
T e AR I i3 f':":' SEERGEALN ]
%t%ﬁ;‘ﬁﬁ:-mw."‘-.i‘ﬁ*ﬁjuﬂuu ?'-kf:
o PR o, e e SO . IS L S L M T
b ".-J-.J.;ﬁ e s BN s et e AR Tl oo
LN T r g e E TN X '
12 OETEIEST P N T T I A T DA T T e i o g s T
- e T i e
T e Pl
ya T T ——— T ——
)
1% S A ATl AR 5 T e e I
R L TR
1B
L 13
18
13-4
20 R I L Ry
g e i

v - g

URM1 CoQe Chorf119 DNM1 Coorfi6 PTGE! 5TeG
cizt

GOLGA2

|
AR E] A B

LCN2

t

[smTMI Tmz

58.844 —
58875 —
50,808 —
58.937 —
58.960 =

Figuras 8A-8C

46
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58486128-58501133 longitud: 15006

58508896-58520185 longitud: 11290

58527495-58537771 longitud: 10277

58538202-58547593 longitud:9392

: 58573597-58579355 longitud: 5759

: 58578944-58585033 longitud: 16030

58599318-58642207 longitud-42890
58648241-58663023 longitud 14783
58664036-58667360 longitud 3325

5B672530-5867606 longitud: 3539

58687589-58693005 longitud:5417
58704336-58720909 longitud: 16574

5B8730767-58742489 longitud 2703

58794037-58825063 longitud:31027
58830285-58832145 longitud:1861
58835218-58843177 longitud 7960

58848210-58857484 longitud:5275

- 58864573-58876517 longitud-11945
: 58887655-58802426 longitud:4772
. 58911399-56933429 longitud : 22031
- 58934901-58943393 longitud:8493
: 58960192-58963681 longitud 3490

: 589707 16-5900064 1 longitud: 29926

Figura 9
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